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Las mitocondrias son organelas subcelulares encargadas de la producción de ATP, 
principal fuente de energía en los organismos superiores. En las mismas se lleva a cabo 
el proceso metabólico denominado fosforilación oxidativa, mediante el cual la energía 
química disponible en sustratos oxidables, es decir NADH y FADH2, se utiliza en la 
síntesis endergónica (ΔG > 0) de ATP, a partir de ADP y fosfato inorgánico (Pi) 
(Lehninger, 1964; Tzagoloff, 1982; Nelson y Cox, 2005). Asimismo, las mitocondrias son 
los sitios subcelulares más activos en cuanto a la producción de especies reactivas del 
oxígeno y del nitrógeno. Dichas especies derivan de dos radicales libres primarios, el 
anión superóxido (O2
●-) y el óxido nítrico (NO) (Boveris et al., 1972; Boveris y Cadenas, 
1997; Cadenas, 2004; Boveris y Repetto, 2016; Zaobornyj et al., 2016). 
 
1. Mitocondria: transferencia de electrones y fosforilación oxidativa 
 
1.1. Estructura, función y teoría quimiosmótica 
 Morfológicamente, las mitocondrias presentan dos membranas: una membrana 
externa, en contacto con el citosol, y una membrana interna, con invaginaciones 
denominadas crestas (Figura 1). El compartimento entre ambas membranas se denomina 
espacio intermembranas y el compartimento delimitado por la membrana interna recibe el 
nombre de matriz mitocondrial. La membrana externa mitocondrial es permeable a 
pequeñas moléculas e iones, debido a la existencia de porinas, proteínas integrales que 
forman canales transmembrana no selectivos. Por el contrario, el intercambio entre la 
matriz mitocondrial y el espacio intermembranas se realiza a través de proteínas 
transportadoras específicas localizadas en la membrana interna. Esta permeabilidad 
altamente selectiva es la base del proceso de transducción de energía: la energía 
liberada por las reacciones exergónicas (G < 0) de óxido-reducción, también llamadas 
reacciones redox, se acumula bajo la forma de un gradiente electroquímico de protones 
(H+) a través de la membrana interna; los H+ se translocan desde la matriz hacia el 
espacio intermembranas, en contra de su gradiente electroquímico, mediante proteínas 
constitutivas de los complejos multienzimáticos de la cadena respiratoria. El gradiente 
electroquímico se disipa mediante el pasaje de los H+ a través del poro selectivo formado 
por la subunidad Fo del complejo enzimático FoF1-ATPasa, y la energía se utiliza para 
mover el rotor molecular que hace posible la unión del ADP y el Pi, generando ATP 





Figura 1. Microfotografía electrónica de una mitocondria. Las flechas indican las 
estructuras características descriptas en el texto principal.  
 
   
 El fenómeno anteriormente descripto se explica mediante la teoría quimiosmótica, 
propuesta por Mitchell, en 1961 (Mitchell, 1961; Mitchell y Moyle, 1967; Mitchell y Moyle, 
1969). El gradiente electroquímico de protones (     ), expresado en kJ  mol
-1, es una 
medida termodinámica de la capacidad de realizar trabajo que posee un mol de H+ al 
estar fuera del equilibrio electroquímico. Al       aportan, por un lado, la diferencia en la 
[H+] en los compartimentos separados por la membrana interna (ΔpH) y, por otro lado, la 
diferencia en el potencial eléctrico en ambas fases acuosas aisladas por dicha membrana 
(Δ) (Ecuación 1): 
                      (1) 
Siendo:  F = constante de Faraday, 96 500 C  mol-1 
2.3 = factor de conversión de ln a log10 
R = constante universal de los gases, 8.314 J  K -1  mol -1 
T = temperatura absoluta (K)  
 
 
 Dada la característica vectorial del proceso de translocación de H+, desde la matriz 
hacia el espacio intermembranas, y la impermeabilidad de la membrana interna a los 
mismos se distingue, en esta membrana, una cara negativa (lado N) orientada hacia la 
matriz mitocondrial, con menor [H+] (pH ~ 7.8); y un cara positiva (lado P) orientada hacia 
el espacio intermembranas, con mayor [H+] (pH ~ 7.0). Por convención, se considera que 
el estado final del sistema termodinámico es el lado P, obteniéndose, en mitocondrias 
respirando en condiciones fisiológicas, ΔpH < 0 y Δ > 0, siendo      < 0.  
 Mitchell definió la fuerza protón motriz (Δp) según:  
    














Combinando las ecuaciones 1 y 2, y remplazando por los valores de R y T (298 K), se 
llega a un parámetro (p) expresado en unidades de potencial eléctrico (miliVoltios, mV), 
según:  
                  (3) 
La expresión del gradiente electroquímico de H+ en unidades de voltaje facilita la 
comparación con los potenciales de óxido-reducción de los componentes de la cadena 
respiratoria mitocondrial, siendo éstos los responsables de la generación de dicho 
gradiente, al acoplar la transferencia de electrones con la translocación de H+. 
 La transferencia de electrones es catalizada por complejos proteicos 
multienzimáticos localizados en la membrana interna mitocondrial, los cuales poseen 
grupos prostéticos capaces de aceptar o ceder uno o dos electrones. Los electrones 
fluyen espontáneamente desde los grupos prostéticos con menor potencial de reducción 
hacia los grupos prostéticos con mayor potencial de reducción, hasta el aceptor final de 
electrones, el O2. En los sistemas biológicos, el potencial de reducción estándar, es decir, 
el potencial donde se igualan las concentraciones de las formas oxidada y reducida, se 
define a pH = 7.0, expresándose como E°’ o Em,7. Sin embargo, las concentraciones en el 
medio de reacción son las que definen el potencial de reducción (E(h,7)) de la especie, 
según la relación: 
              
  
  
   
     
    
 (4) 
donde n es el número de electrones involucrados en la reacción. 
  
La energía disponible para realizar trabajo (ΔG’) al llevarse a cabo la transferencia 
de electrones depende de la diferencia de potencial de reducción entre el aceptor y el 
dador de electrones que conforman el par redox. Conociendo los valores de Eh,7 de las 
cuplas involucradas, dicha energía puede calcularse según: 
                                                (5) 
Siendo:  Eh,7 (A) = potencial de reducción del aceptor de electrones, a pH = 7 
Eh,7 (D) = potencial de reducción del dador de electrones, a pH = 7  
 
 
Tal como se mencionó anteriormente, la energía liberada en el proceso exergónico de 
transferencia de electrones se utiliza para translocar H+. De esta forma, la energía se  







1.2. Componentes de la cadena respiratoria mitocondrial 
 La oxidación de sustratos en la mitocondria permite la reducción del O2 a H2O, 
reacción catalizada por los complejos enzimáticos embebidos en la membrana interna 
mitocondrial. La cupla NAD+/NADH, con un Em,7 = -320 mV, satisface los requerimientos 
bioenergéticos para conectar los complejos respiratorios con las deshidrogenasas del 
ciclo de Krebs, confinadas a la matriz mitocondrial, y con las enzimas encargadas de la 
oxidación de ácidos grasos. Así, en la mitocondria, el NADH es el principal sustrato 
oxidable. Además, existe una vía de entrada alternativa a la cadena respiratoria 
mitocondrial, a través de cofactores unidos a membrana que trabajan a Em,7  0 mV. Tal 
es el caso de la enzima succinato deshidrogenasa que cataliza la oxidación de succinato, 
cupla con Em,7 = 0 mV, reduciendo el FAD a FADH2 (Tzagoloff, 1982; Nicholls y 
Ferguson, 2002; Nelson y Cox, 2005; Paquete et al., 2015). 
Una vez ingresados en la cadena respiratoria, los electrones fluyen a través de los 
complejos enzimáticos, según cambios en el estado de oxidación de los componentes 
capaces de participar en reacciones de (i) transferencia directa de electrones, (ii) 
transferencia de átomos de hidrogeno (1 H+ + 1 e-) o (iii) transferencia de iones hidruro 
(:H-). Dichos componentes incluyen a flavoproteinas, ubiquinona, citocromos, proteínas 
con centros Fe-S y  proteínas con Cu.  
 
1.2. 1 Centros redox 
 
Flavoproteínas 
 Corresponden a estructuras proteicas que unen flavina mononucleótido (FMN) o 
flavina adenina dinucleótido (FAD) como grupos prostéticos. Las flavinas, en estado 
oxidado, son capaces de aceptar 1 e-, generándose la correspondiente semiquinona; o 
2 e- y 2 H+, obteniéndose FADH2 o FMNH2. El entorno proteico en el que se encuentran 
los nucleótidos condiciona no sólo el potencial de reducción estándar, sino también la 
estabilidad de las formas parcial o totalmente reducidas, otorgando la versatilidad 
necesaria para la transferencia de electrones. De esta forma, las flavoproteínas pueden 
vincular dadores de dos electrones con aceptores de un electrón. 
 
Ubiquinona 
 Es un cofactor móvil, liposoluble, consistente en una benzoquinona unida a una 
cadena lateral de 10 unidades isoprenoides. La ubiquinona (UQ), o coenzima Q10, es 
capaz de aceptar 2 e- + 2 H+ para reducirse totalmente a ubiquinol (UQH2). Sin embargo, 
tanto la UQ como el UQH2 pueden participar en reacciones de transferencia de 1 e
-, 




este cofactor puede actuar como nexo entre dadores de dos electrones y aceptores de 
un electrón. Además, por su pequeño tamaño e hidrofobicidad, es capaz de difundir 
fácilmente por la bicapa lipídica, conectando los grandes complejos enzimáticos.  
 
 
Figura 2. Estructura molecular de la ubiquinona y del ubiquinol. El radical ubisemiquinona 
se genera por reducción parcial de la ubiquinona u oxidación parcial del ubiquinol. 
 
Citocromos 
 Son hemoproteínas en las cuales el Fe, centrado en un anillo porfirínico, lleva a 
cabo la transferencia de 1 e-, modificando su estado de oxidación entre Fe3+/Fe2+. En las 
mitocondrias se encuentran tres tipos de citocromos: a, b y c. En los citocromos b, el 
átomo de Fe se halla coordinado al anillo de protoporfirina IX por los cuatro átomos de N 
centrales; el hemo se incorpora a la estructura proteica mediante los ligandos axiales del 
átomo de Fe. Modificaciones estructurales en la periferia del grupo hemo originan los 
citocromos a. A diferencia de los citocromos a y b, en los citocromos c el hemo se une 
covalentemente a dos residuos de cisteína de la secuencia proteica. La estructura 
molecular de los mencionados grupos hemo se muestra en la Figura 3. A excepción del 
citocromo c, los citocromos se encuentran inmersos en los complejos multienzimáticos 
embebidos en la membrana interna mitocondrial. Por el contrario, el citocromo c es una 
proteína periférica móvil, confinada al espacio intermembranas, capaz de interaccionar 
electrostáticamente con el lado P de la membrana interna mitocondrial. 
 
 
Figura 3. Estructura de los grupos protéticos que constituyen los citocromos de la cadena 
respiratoria mitocondrial. Las modificaciones en las cadenas laterales al anillo de 
protoporfirina IX se resaltan en celeste. El sistema de dobles enlaces conjugados, 
resaltados en rosa, caracteriza la absorción de los citocromos en el espectro visible. 
Adaptado de Nelson y Cox, 2005. 











Hierro sulfo proteínas 
 Se refieren a complejos formados por átomos de Fe coordinados con átomos de S 
inorgánico, átomos de S de residuos de cisteína o ambos (clusters Fe-S), unidos a 
estructuras proteicas. Los clusters Fe-S varían en su composición: desde los más 
simples, conteniendo un átomo de Fe coordinado, hasta los más complejos, con 
estructura Fe2-S2 o Fe4-S4; en estos últimos, cada par de átomos de Fe es coordinado 
por dos átomos de S inorgánico. Un caso particular lo constituye la proteína de Rieske, 
componente del complejo III mitocondrial, la cual posee un cluster Fe2-S2 donde un 
átomo de Fe es coordinado por los átomos de S de dos residuos de cisteína y el otro 
átomo de Fe, por dos residuos de histidina (Figura 4). Todas las proteínas Fe-S 
participan en reacciones de transferencia de 1 e-, mediante cambios en el estado de 
oxidación de un átomo de Fe del cluster Fe-S. 
 
 
Figura 4. Fragmento de la proteína de Rieske conteniendo el cluster Fe2-S2 (tomada de 
Iwata et al., 1996). Los átomos de Fe se muestran en amarillo y los átomos de S en 
naranja. En el esquema se amplía el cluster Fe2-S2 donde un átomo de Fe es 
coordinado por dos residuos de cisteína (Cys) y el otro es coordinado por dos residuos 
de histidina (His). 
 
Cuproproteínas 
 El átomo de Cu incorporado a la estructura proteica es capaz de cambiar su estado 
de oxidación, permitiendo la transferencia de 1 e-. En las mitocondrias se encuentran dos 
tipos de cuproproteínas, ambas en el complejo IV: el centro binuclear CuA, conformado 
por dos átomos de Cu, y el centro binuclear hemo a3-CuB, conformado por un átomo de 
Fe y un átomo de Cu. En ambos casos, las estructuras secundarias de las proteínas que 
los contienen resultan rígidas, favoreciendo la transferencia de electrones debido a la 
baja energía de reorganización de la cadena polipeptídica. El centro CuA posee la 
característica especial de un enlace Cu-Cu, permitiendo la deslocalización electrónica 
entre ambos metales. El Cu otorga a estas proteínas potenciales de reducción 
estándares positivos, lo que explica que se encuentren reclutadas en la enzima terminal 




1.2. 2. Complejos respiratorios mitocondriales 
En su mayoría, los componentes redox mencionados trabajan a Eh no muy lejanos 
a su Em, lo que confiere la característica de reversibilidad termodinámica a los complejos 
enzimáticos de los que forman parte. Los complejos respiratorios mitocondriales incluyen: 
el complejo I, el complejo II, el complejo III, el complejo IV y el complejo V. Los 
transportadores móviles, es decir la coenzima Q10 y el citocromo c, transfieren electrones 
entre los complejos I-III y II-III y entre los complejos III-IV, respectivamente (Nicholls y 
Ferguson, 2002; Nelson y Cox, 2005). 
 
Complejo I 
 El complejo I mitocondrial (NADH:ubiquinona oxidorreductasa; E.C.1.6.5.3) posee 
un papel central en la respiración, oxidando al NADH, producido en el ciclo de Krebs o en 
la -oxidación de ácidos grasos, y reduciendo a la ubiquinona embebida en la membrana 
interna mitocondrial (Ecuación 6 ).  
 
NADH + 5H+N + UQ              NAD
+ + UQH2 + 4H
+
P (6) 
 ΔE°´= +365 mV ΔG°´= -70.5 kJ  mol-1  
 
 El complejo I de mitocondrias de corazón bovino posee una masa molecular de 
1 MDa y se compone de alrededor de 45 subunidades diferentes; las 14 subunidades 
centrales, involucradas en el proceso bioenergético, se hallan conservadas en todos los 
complejos conocidos (Hirst, 2013; Sazanov, 2015). Estructuralmente, el complejo I posee 
forma de “L” ligeramente abierta (Figura 5): el brazo hidrofílico, orientado hacia la matriz 
mitocondrial, y el brazo hidrofóbico, embebido en la membrana interna, forman un ángulo 
de 120°. El brazo hidrofílico protruye perpendicularmente a la membrana; en su región 
distal se encuentra el sitio activo de oxidación de NADH y en la proximal, en la interfase 
con el dominio de membrana, el sitio de reducción de ubiquinona. Entre ambas regiones 
se encuentra una cadena de 8 centros Fe-S (2 clusters Fe2-S2 y 6 clusters Fe4-S4) 
(Baradaran et al., 2013; Zickermann et al., 2015). La transferencia de electrones se lleva 
a cabo a través de la FMN y la serie de centros Fe-S. La energía liberada en el proceso 
espontáneo de oxidación de NADH, que involucra la transferencia de 2 e-, se utiliza para 
translocar 4 H+ desde la matriz hacia el espacio intermembranas, contribuyendo a la 
generación de la fuerza protón motriz (Figura 5; Walker, 1992; Jones et al., 2017). Dado 
que el dominio embebido en la membrana no posee centros redox, la transferencia de 
electrones y la translocación de H+ se hallan espacialmente separadas; ambos procesos 






Figura 5. Estructura molecular del complejo I mitocondrial. La transferencia de 2 e-, 
desde el NADH hacia la ubiquinona (UQ), se lleva a cabo a través de una FMN y una 
cadena de clusters Fe-S. La energía liberada se utiliza para la translocación de 4 H+ 
desde la matriz (lado N) hacia el espacio intermembranas (lado P). 
 
 El complejo I es una enzima capaz de funcionar reversiblemente (Vinogradov, 
1998; Pryde y Hirst, 2011). Por ello, utilizando la fuerza protón motriz, es capaz de 
catalizar la oxidación de ubiquinol para reducir NAD+ (Chance y Hollunger, 1961; Hinkle 
et al, 1967). El fenómeno se conoce como flujo reverso de electrones.  
Por otro lado, el complejo I es, además, una de las fuentes mitocondriales de 
especies reactivas del oxígeno (Sección 2.1). 
 
 
Complejo II  
 El complejo II mitocondrial (succinato deshidrogenasa o succinato:ubiquinona 
reductasa; EC 1.3.5.1) es el componente del ciclo de Krebs unido a membrana que 
acopla la oxidación del succinato, y la concomitante reducción del FAD, a la transferencia 
de electrones a la ubiquinona (Ecuación 7). 
 
FADH2 + UQ              FAD + UQH2 (7) 
 ΔE°´= +30 mV ΔG°´= -5.8 kJ  mol-1 
  
 En el complejo II se puede distinguir una región hidrofílica, en la cual se lleva a 
cabo la oxidación del succinato, y una región embebida en la membrana interna, donde 
se encuentra el sitio de unión a la ubiquinona (Figura 6; Cecchini, 2003). En cuanto al 
















posee múltiples cofactores redox: un FAD unido covalentemente a proteína, en la región 
hidrofílica; una cadena de tres clusters Fe-S, un citocromo b y la mencionada ubiquinona, 
en la región hidrofóbica (Sun et al., 2005). Los electrones cedidos por el succinato son 
aceptados por el FAD y a través de los centros Fe-S pasan a la ubiquinona. 
Funcionalmente, no es claro el papel del hemo b en la oxidación del succinato, aunque 
se observó su participación en la reacción de reducción del fumarato (Peterson et al., 
1994). La transferencia de electrones no está acoplada a la translocación de H+, por lo 
que este complejo no participa en la generación de la fuerza protón motriz. Sin embargo, 
el complejo II resulta de fundamental importancia para la conexión del ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos y la transferencia de electrones mitocondrial (Cecchini, 2003). 
 
 
Figura 6. Estructura molecular del complejo II mitocondrial. La transferencia de 2 e-, 
desde el succinato hacia la ubiquinona (UQ), se lleva a cabo a través de un FAD y una 




 El complejo III mitocondrial (complejo bc1 o ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa; 
E.C.1.10.2.2) pertenece a una familia de proteínas multiméricas transmembrana, 
componentes centrales de las cadenas respiratorias en mitocondrias y diversas bacterias. 
Todos ellos catalizan la reacción de transferencia de equivalentes de reducción desde un 
quinol, en fase lipídica, hacia una proteína aceptora, de mayor potencial redox, en fase 
acuosa. En las mitocondrias, la especie dadora de electrones es el ubiquinol (UQH2) y la 
proteína aceptora es el citocromo c3+, soluble en el espacio intermembranas. Esta 
transferencia de electrones se acopla a la translocación de H+ a través de la membrana 















de la energía libre correspondiente a la transferencia de electrones se conserva como 
gradiente electroquímico de H+, representando alrededor de un 30% del total del sistema 
de transmisión de energía (Berry et al., 2000; Crofts, 2004; Crofts et al., 2008). 
 
UQH2 + 2 cit c
3+ + 2 H+N                         UQ + 2 cit c
2+ + 4 H+P (8) 
 ΔE°´= +209 mV ΔG°´= -40.4 kJ  mol-1 
 
 El complejo III mitocondrial posee una estructura homodimérica (Figura 7). Cada 
monómero se compone de once subunidades proteicas diferentes; tres de ellas 
contienen los cuatro centros metálicos involucrados en las reacciones redox: los hemos 
bL (citocromo b ‘low potential’; citocromo b566) y bH (hemo b ‘high potential’; citocromo 
b562), ambos en la en la subunidad citocromo b; el hemo c1 en el citocromo c1 y el cluster 
Fe2-S2 en la proteína de Rieske (ISP, por sus siglas en inglés). Estas cadenas 
polipeptídicas que contienen los componentes redox se conectan con dos sitios de unión 
a ubiquinona, uno ubicado hacia el espacio intermembranas (sitio Qo o QP)  y otro 
localizado hacia la matriz (sitio Qi o QN). En dichos sitios se llevan a cabo las reacciones 
de oxidación y de reducción que involucran la transferencia de 1 e-, permitiendo el 
procesamiento del ubiquinol y de la ubiquinona en los sitios Qo y Qi, respectivamente 
(Yu et al., 1996; 1998; 1999; Xia et al., 1997; Iwata et al., 1998). 
 
 
Figura 7. Estructura molecular del complejo III mitocondrial. La oxidación del UQH2 por el 
cluster Fe2-S2 y el citocromo bL se produce en el sitio Qo, orientado hacia el espacio 
intermembranas (lado P); y la reducción de la UQ por el citocromo bH, en el sitio Qi, 
orientado hacia la matriz (lado N). Cadena de alto potencial: cluster Fe2-S2 y citocromo c1. 
Cadena de bajo potencial: citocromos bL y bH. La energía liberada en la transferencia de 
electrones se utiliza para la translocación neta de 2 H+, desde el lado N hacia el lado P de 




















 El mecanismo mediante el cual funciona el complejo III fue propuesto por Mitchell 
en 1975, mucho antes de disponer de información sobre la estructura cristalográfica de 
dicho complejo enzimático. Este mecanismo se conoce como ciclo Q (Mitchell, 1975a; 
1975b). Considerando las modificaciones aportadas por investigaciones posteriores, en 
las cuales los estudios estructurales tuvieron un papel fundamental en la confirmación (o 
refutación) de las predicciones del modelo de Mitchell, se cuenta con un mecanismo 
ampliamente aceptado para la transferencia de electrones y la translocación de H+ 
acoplada (Brandt, 1996; 1998; Zhang et al., 1998; Gutierrez-Cirlos y Trumpower, 2002; 
Trumpower, 2002; Berry y Huang, 2003; Osyczka et al., 2005; Yu et al., 2008; Crofts, 
2004; Crofts et al., 2008) 
 El ciclo Q (Figura 8) comienza con la oxidación del ubiquinol a ubiquinona en el sitio 
Qo, donde dos electrones son cedidos en forma bifurcada a dos cadenas de 
componentes redox: una cadena de alto potencial (Fe2-S2, citocromo c1) y una de bajo 
potencial (citocromos b). Paralelamente, dos H+ se liberan hacia el lado positivo de la 
membrana, es decir, hacia el espacio intermembranas. El primer electrón se transfiere al 
centro Fe2-S2 de la proteína de Rieske (ISP). El cabezal flexible de la ISP reducida se 
mueve de la ‘posición b’ (cerca del citocromo b) a la ‘posición c1’ (cerca del citocromo c1) 
y el electrón es transferido a través del grupo hemo del citocromo c1 al citocromo c 
soluble. La remoción del primer electrón genera una semiquinona en el sitio Qo capaz de 
ceder el segundo electrón a la cadena transmembrana de bajo potencial; así, este 
electrón es transferido desde el grupo hemo del citocromo bL al grupo hemo del 
citocromo bH, alcanzando finalmente el sitio Qi y reduciendo la ubiquinona unida a 
semiquinona (Figura 8.A). Para completar la reducción de la semiquinona en el sitio Qi, la 
reacción de bifurcación en sitio Qo debe ocurrir nuevamente. De esta forma, un segundo 
ubiquinol es oxidado en el sitio Qo, dos H
+ más se liberan hacia el lado positivo de la 
membrana y un segundo citocromo c se reduce a través de la cadena de alto potencial; 
mientras un segundo electrón, transferido a través de la cadena de bajo potencial, reduce 
eventualmente la semiquinona a ubiquinol en el sitio Qi. Esto se acompaña de la entrada 
de dos H+ desde el lado negativo de la membrana (matriz) (Figura 8.B). La translocación 
neta de 2H+ / 2e- se logra por la captación y liberación de H+ dirigida en sitios 
topológicamente separados de oxidación del ubiquinol y de reducción de la ubiquinona, 
situados en lados opuestos de la membrana, y la transferencia vectorial de dos 
electrones a través del cluster Fe2-S2 y el citocromo c1 hacia el citocromo c, mientras que 
otros dos electrones se transfieren a través de los citocromos b hacia el lado negativo de 




se oxidan subsecuentemente en el sitio Qo, permitiendo la reducción de dos citocromos c 
y una molécula de ubiquinona a ubiquinol en el sitio Qi. 
 
 
Figura 8. Esquema del ciclo Q. A. Una molécula de UQH2 se oxida en el sitio Qo. Un 
electrón se transfiere por la cadena de alto potencial (cluster Fe2-S2, cit c1) hacia el cit c, 
generándose una semiquinona (UQ●-) intermediaria; la UQ●- cede un segundo electrón a la 
cadena de bajo potencial (citocromos bL y bH). A través del citocromo bH, se reduce 
parcialmente una molécula de UQ en el sitio Qi. En paralelo, 2 H
+ se translocan hacia el lado 
P. B. Una segunda molécula de UQH2 se oxida en el sitio Qo, repitiéndose la reacción de 
bifurcación de electrones y la translocación de H+. La UQ●- en el sitio Qi se reduce totalmente 
a UQH2, incorporando 2 H
+ de la matriz (lado N). Adaptado de Nicholls y Ferguson, 2002. 
  
Tal como se mencionó previamente, el normal funcionamiento del ciclo catalítico 
del complejo III genera una semiquinona intermediaria en el sitio Qo, la cual puede 
reaccionar con el O2, promoviendo la generación de O2




 El complejo IV mitocondrial (citocromo oxidasa o ferrocitocromo c:O2 
oxidoreductasa; EC 1.9.3.1) es el catalizador terminal de la cadena respiratoria. Este 
complejo reduce el O2 a H2O utilizando citocromo c reducido como fuente de electrones y 
consumiendo H+ de la matriz mitocondrial (Ecuación 9). 
 
2 cit c2+ + 4 H+N + ½ O2                          2 cit c
3+ + 2 H+P + H2O (9) 
 ΔE°´= +562 mV ΔG°´= -109 kJ  mol-1 
 
 El complejo IV pertenece a una familia de enzimas denominadas hemo-cobre 














































mamíferos, se compone de 13 subunidades diferentes, 3 de las cuales resultan 
esenciales para el proceso catalítico (Tsukihara et al., 1995; 1996). En la transferencia de 
electrones intervienen 4 centros metálicos: el CuA, los hemos a y a3 y el CuB. Los 
electrones aportados por los citocromos c reducidos se transfieren, de a uno por vez, al 
centro binuclear CuA. Subsecuentemente, los electrones reducen al hemo a y, 
posteriormente, al centro binuclear hemo a3-CuB, donde se encuentra unido el O2. Se 
requieren 4 equivalentes de citocromo c reducido para generar 2 moléculas de H2O y en 
el proceso se consumen 4 H+ de la matriz mitocondrial (Figura 9). Dado que el aporte de 
4 equivalentes de reducción al O2 se lleva a cabo mediante centros redox capaces de 
transferir un electrón por reacción, las especies intermediarias de la reducción parcial del 
O2, potencialmente deletéreas, permanecen unidas a la enzima hasta su reducción 
completa a H2O; esto es posible gracias a la rígida estructura proteica que mantiene 
fuertemente unidos a los intermediarios de reacción.  
 Acoplado a la transferencia de electrones, el complejo IV contribuye al potencial de 
membrana translocando H+ hacia el espacio intermembranas, con una estequiometria 
1 H+ / 1 e- (Babcock y Wikström, 1992; Michel, 1998; 1999; Wikström, 2000). 
 
 
Figura 9. Estructura molecular del complejo IV mitocondrial. Los electrones se 
transfieren, de a uno por vez, a través del centro binuclear CuA, al hemo a y, 
posteriormente, al centro binuclear hemo a3-CuB, donde se encuentra unido el O2. Se 
requieren 4 e- para la formación de 2 moléculas de H2O. La energía liberada se utiliza 





 El complejo V mitocondrial (FoF1 ATPasa o ATP sintasa; EC 3.6.3.14) es un gran 
















periférica de membrana, y el componente Fo, una proteína integral de membrana que 
forma un poro de H+ (Figura 10; Abrahams et al., 1994).  
 
 
Figura 10. Estructura molecular del complejo V mitocondrial. Los H+ fluyen 
espontáneamente a través del poro transmembrana formado por la subunidad Fo, desde 
el lado P hacia el lado N. La energía se utiliza para la rotación de la subunidad , lo que 
promueve cambios conformacionales en la subunidad  en F1, sintetizándose ATP a 
partir de ADP y Pi.  
 
Este complejo cataliza la síntesis de ATP a partir de ADP y Pi, impulsado por el 
flujo espontaneo de H+ desde el espacio intermembranas hacia la matriz (Ecuación 10). 
Asimismo, el complejo V es capaz de hidrolizar ATP y translocar H+ en contra de su 
gradiente electroquímico, siendo así una enzima funcionalmente reversible. 
 
ADP + Pi + 2H+P                              ATP + H2O + 2H
+
N (10) 
 ΔG°´= 30.5 kJ  mol-1 
 Estructuralmente, la subunidad F1 se compone de nueve subunidades, de 
estequiometria: 33. Cada una de las subunidades  posee un sitio catalítico para 
unión de ATP y puede asumir tres conformaciones: unida a ADP, unida a ATP o vacía. 
Las subunidades  y  se encuentran alternadas, formando una esfera, e interaccionan 
con la subunidad , que se halla perpendicular al plano de la membrana y se ubica en el 
centro de la esfera. El mecanismo molecular que lleva a la síntesis de ATP fue propuesto 
por Boyer (1997) y se basa en la rotación de la subunidad , lo cual promueve los 
cambios conformacionales en las subunidades , alternando entre las conformaciones 












conformacionales asociados) es impulsada por el pasaje de H+ a través del poro Fo; con 
cada rotación de 120° la subunidad  contacta una subunidad , llevándola a la 
conformación vacía. Las tres subunidades  se encuentran intercaladas, por lo que cada 




1.3. Organización de los complejos respiratorios mitocondriales en supercomplejos 
 Históricamente, el funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial se 
entendió en base al modelo de distribución aleatoria de los complejos mitocondriales, en 
el cual la transferencia de electrones entre los complejos I-III y II-III y entre los complejos 
III-IV se lleva a cabo a través de la difusión de la coenzima Q10 y el citocromo c, 
respectivamente (Hackenbrock et al., 1986; Lenaz y Genova, 2007).  
 En el año 2000 se halló, mediante electroforesis en gel nativo (Blue-Native PAGE), 
evidencia experimental de asociaciones específicas entre los complejos respiratorios en 
mitocondrias de mamíferos, introduciéndose el modelo de respirasoma (Shägger y 
Pfeiffer, 2000). Estos supercomplejos se presentan como ensamblados de complejos 
respiratorios, con distinta estequiometria, en los cuales los complejos mitocondriales I y III 
forman un core con el cual puede interactuar el complejo IV, conteniendo todos los 
componentes necesarios para transferir electrones desde el NADH al O2. En 
mitocondrias de corazón bovino, se hallaron supercomplejos con estequiometria I1III2IV1 y 
I1III2IV2 (Schägger y Pfeiffer, 2001; Althoff et al., 2011). Superestructuras similares fueron 
descriptas en células humanas (Schägger et al., 2004). La formación de supercomplejos 
parece ser esencial para el ensamblaje y estabilidad del complejo I (Stroh et al., 2004; 
Moreno-Lastres et al., 2012;  Hirst, 2013). 
 La asociación de los complejos respiratorios implica no solo consecuencias 
estructurales sino también consecuencias funcionales. Dichas superestructuras llevan a 
un aumento de la eficiencia catalítica de la transferencia de electrones, en comparación 
con la eficiencia de la transferencia a través de los componentes individuales de la 
cadena respiratoria, debido a un confinamiento de los sustratos y el menor tiempo de 
difusión de los intermediarios entre los complejos, limitando, a su vez, la producción de 
especies reactivas del oxígeno (Bianchi et al., 2004; Schäfer et al., 2006; Maranzana et 







1.4. Estados metabólicos mitocondriales y control respiratorio 
La velocidad de respiración mitocondrial depende no sólo de la concentración de 
O2 sino también de la disponibilidad de ADP a la FoF1-ATPasa. Los gradientes de ADP y 
ATP a través de la membrana interna se equilibran a través de la enzima adenina 
nucleótido translocasa que funciona para proveer ADP a la matriz y ATP al citosol, para 
procesos dependientes de energía. En condiciones fisiológicas, la matriz mitocondrial 
contiene una alta concentración de Pi, de manera que la concentración de ADP regula la 
actividad del sistema de transferencia de electrones y, por lo tanto, la respiración 
mitocondrial. La velocidad de respiración y de síntesis de ATP está determinada por la 
demanda energética celular. Esta última se puede expresar como concentración 
citosólica de ADP o potencial de fosforilación ([ATP]/[ADP][Pi]), donde la parte 
operacional es la relación [ATP]/[ADP]. 
Cabe mencionar que, actualmente, se considera que la respiración celular no sólo 
es regulada por las concentraciones de O2 y ADP, sino también por la concentración de 
óxido nítrico (NO) mitocondrial, ya que este último inhibe la actividad de citocromo 
oxidasa competitivamente con el oxígeno (Boveris et al., 1999a; 2000).  
En el año 1956, Chance y Williams sistematizaron las condiciones generales que 
afectan la velocidad de respiración en mitocondrias intactas y el estado de óxido-
reducción de los componentes de la cadena respiratoria, bajo el nombre de estados 
metabólicos mitocondriales (Tabla 1).  
 
Tabla 1. Estados metabólicos de la mitocondria (Tomada de Lehninger, 1964) 
Estado Oxígeno ADP Sustrato Consumo de O2 Factor limitante 
1 disponible bajo bajo lento ADP 
2 disponible alto muy bajo lento sustrato 
3 disponible alto alto rápido cadena respiratoria 
4 disponible bajo alto lento ADP 
5 no disponible* alto alto 0 oxígeno 
* condición anaeróbica 
 
Dentro de dichos estados, se destacan el estado 4 y el estado 3. Al estado 
metabólico caracterizado por la presencia de sustratos oxidables en ausencia de ADP se 
lo denomina estado controlado o estado 4, dado que el consumo de O2 es lento. La 
adición de ADP establece la máxima velocidad fisiológica de consumo de O2 y 




metabólico es considerado como el que representa el consumo de O2 fisiológico que 
genera energía para la correcta función celular (Boveris y Poderoso, 2000). 
La respiración mitocondrial puede ser evaluada experimentalmente en los estados 
3 y 4. El cociente entre las velocidades de consumo de O2 en estado 3 y en estado 4 se 
denomina control respiratorio, y es un indicador muy sensible del grado de acoplamiento 
entre las reacciones de óxido-reducción y la síntesis de ATP que ocurren en la 
mitocondria. A su vez, el control respiratorio da cuenta del control que ejerce el ADP 
sobre la transferencia de electrones (Stoppani y Boveris, 1983a; 1983b).  
En condiciones fisiológicas, se estima que las mitocondrias de mamíferos se hallan 
mayoritariamente (60-70%) respirando en estado 4, mientras que el resto se encuentra 
en estado 3. Este hecho indica que en condiciones normales sólo se utiliza un 30-40% de 
la capacidad máxima de producir ATP (Boveris et al., 1999b; Boveris y Boveris, 2007). 
 
 
1.5. Agentes que inhiben la transferencia de electrones y/o desacoplan la 
fosforilación oxidativa 
Diversos compuestos son capaces de inhibir la fosforilación oxidativa, a través de la 
inhibición de la transferencia de electrones, la inhibición de la FoF1-ATPasa o 
desacoplando la cadena respiratoria de la síntesis de ATP (Nicholls y Ferguson, 2002) 
(Figura 11). 
Dentro de los compuestos que inhiben la transferencia de electrones en el 
complejo I, cabe mencionar a la rotenona, que bloquea la transferencia de electrones 
desde el centro Fe-S (N2) a la ubiquinona (Chance et al., 1963; Boveris y Chance, 1973).  
 El malonato y la 4,4,4-trifluoro-1-(2-tienil)-1,3-butanodiona (TTFA) inhiben la 
transferencia de electrones en el complejo II. El malonato impide la oxidación del 
succinato por la FAD, mientras que la TTFA actúa sobre el sitio de unión de la 
ubiquinona (Dröse et al., 2011). 
La antimicina, la estigmatelina y el mixotiazol inhiben la transferencia de electrones 
en el complejo III (Figura 11, ampliación). La antimicina interacciona con el sitio Qi, 
impidiendo la unión de la ubiquinona y la transferencia de electrones desde el citocromo 
bH hacia dicha quinona. La interrupción del normal funcionamiento del ciclo Q impide la 
reducción del citocromo c1 (Slater, 1973; von Jagow y Bohrer, 1975). El mixotiazol y la 
estigmatelina actúan sobre el sitio Qo. El mixotiazol se considera un inhibidor proximal, 
dado que impide la oxidación del UQH2; mientras que la estigmatelina actúa sobre el 




et al., 1984; von Jagow y Ohnishi, 1985; Esser et al., 2004). Poderoso y colaboradores 
(1996) han reportado que el NO inhibe la transferencia de electrones entre los citocromos 




Figura 11. Inhibidores de la transferencia de electrones y desacoplantes de la 
fosforilación oxidativa. Los sitios de interacción de los compuestos se indican en color 




Asimismo, diversos compuestos interfieren en la transferencia de electrones en la 
citocromo oxidasa, tales como el cianuro (CN-), la azida (N3
-), el monóxido de carbono 
(CO) y el óxido nítrico (NO), actuando sobre el hemo a3 e impidiendo su interacción con 
el O2 (Petersen, 1977; Wilson y Erecinska, 1978).  
La oligomicina, un inhibidor del componente Fo de la ATPasa, interfiere con el 
























































fosforilación oxidativa (Bertina et al., 1974; Archinard et al., 1986). El agregado de 
oligomicina a mitocondrias respirando en estado 3 provoca el retorno al consumo de O2 
en estado 4, sin modificar la transferencia de electrones en mitocondrias desacopladas. 
Esta condición se conoce como estado 4o. 
Los agentes desacoplantes, de estructura hidrofóbica, alteran la permeabilidad 
selectiva de la membrana interna mitocondrial, generando poros por los cuales se disipa 
el potencial electroquímico de H+ en forma de calor. En este grupo se incluyen 
compuestos tales como el 2,4-dinitrofenol (DNP) y los derivados de fenilhidrazonas, como 
el  carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (m-CCCP) (Hopfer et al., 1970; Leblanc, 1971). 
En presencia de desacoplantes, la velocidad de consumo de O2 resulta semejante a la 
obtenida en estado 3, aunque en ausencia de un aceptor de Pi (ADP). Esta condición se 
denomina estado 3u. 
 
 
2. Generación mitocondrial de especies reactivas del oxígeno: O2
●- y H2O2  
 Las mitocondrias constituyen una de las fuentes principales de especies reactivas 
del oxígeno. A principios de la década del ’70, Loschen, Boveris y Chance (Loschen et 
al., 1971; Boveris et al., 1972; Boveris y Chance, 1973) mostraron que mitocondrias 
aisladas de hígado y corazón generan peróxido de hidrógeno (H2O2). Posteriormente, se 
reconoció al anión superóxido (O2
●-) como el precursor estequiométrico del H2O2 
mitocondrial (Loschen et al., 1974; Boveris y Cadenas, 1975; 1982). 
 En las mitocondrias, el O2
●- se produce como consecuencia de la reducción 
univalente del O2, molécula con dos electrones desapareados en orbitales antienlazantes 
y de espines paralelos. Esto brinda al O2, en su estado basal, la posibilidad de aceptar un 
electrón por vez. Así, aceptando el primer electrón, se tiene el anión O2
●-, molécula 










1. El potencial de reducción estándar para dicha transferencia es 
-0.160 V, a pH = 7.0 y [O2] = 1 M (Sawyer y Valentine, 1981). Dado que el pKa del O2
●- 
es 4.7, dicho potencial resulta invariable en el rango de valores de pH de sistemas 
biológicos. Por ello, la tendencia termodinámica del O2 para formar O2
●- dependerá de las 
concentraciones de ambas especies, según: 
               
  
  
   
   
    
    
 (11) 
 Estimaciones para el microambiente de la matriz mitocondrial permiten inferir una 
[O2
●-] en el rango de 10-200 pM (Chance et al., 1979; Boveris y Cadenas, 1997; Cadenas 




Considerando una [O2] intramitocondrial de 25 M, a 37 °C, se tiene un rango de Eh para 
la reducción de O2 a O2
●- comprendido entre 0.150 y 0.230 V, evaluando los extremos de 
[O2
●-] mencionados previamente. De esta forma, puede observarse que la reacción en 
cuestión se encuentra termodinámicamente favorecida in vivo (ΔG’ < 0) y una gran 
cantidad de dadores de electrones podrían llevarla a cabo en la mitocondria. Sin 
embargo, sólo algunos componentes redox con el potencial termodinámico para reducir 
el O2 a O2
●- pueden hacerlo, restringiendo la producción de O2
●- a grupos redox en 
proteínas o componentes como el UQH2, cuando se halla unido a proteínas. Así, son los 
factores cinéticos los que previenen o favorecen la reducción, determinando la 
producción mitocondrial de O2
●-. 
 Debido a que la formación de O2
●- es un proceso no enzimático, la velocidad de 
producción queda supeditada a la ley de acción de masas. Los factores responsables de 
la velocidad de producción de O2
●- se reducen a: (i) la concentración de enzima o 
proteína ([E]) conteniendo el grupo responsable de la transferencia de electrones en un 
estado redox capaz de reaccionar con el O2 para generar O2
●-, (ii) la proporción (PR) de 
ese componente presente en dicho estado redox, (iii) la [O2] local y (iv) la constante 
cinética de segundo orden (kS) para la reacción entre el componente redox y el O2. 
Considerando los múltiples sitios dadores de electrones, puede escribirse (Turrens, 2003; 
Murphy, 2009): 
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 Si bien la velocidad de generación de O2
●- se modifica frente a cambios en la [O2] 
(Oshino et al., 1975; Boveris y Cadenas, 1982; Giulivi et al., 1999), probablemente el 
factor más importante para la producción de O2
●- en las mitocondrias es PR, es decir, la 
proporción del componente redox que se encuentra en el estado redox adecuado para 
reducir el O2 a O2
●-. Generalmente, la especie responsable de ceder el electrón se 
encuentra parcialmente reducida. La formación de este intermediario se afecta por 
cambios en el potencial redox del componente y en la velocidad de transferencia de 
electrones, factores que pueden modificarse frente a procesos de inhibición enzimática, 
daño, mutaciones o modificaciones postraduccionales de los complejos respiratorios. 
Muchos otros elementos pueden impactar sobre PR al modificar la fuerza protón motriz y, 
en última instancia, producir variaciones en los Em y/o la velocidad de transferencia de 







2.1. Sitios de producción de O2
●- en mitocondrias 
 En la cadena respiratoria mitocondrial se han descripto dos sitios principales donde 
ocurre la reacción de reducción parcial del O2 para generar O2
●-: el complejo I (Hinkle et 
al., 1967; Cadenas et al., 1977; Turrens y Boveris 1980) y el complejo III (Boveris et al., 
1976; Cadenas et al., 1977; Turrens et al., 1985). Se han postulado otros sitios como 
posibles generadores de O2
●- en la mitocondria, tales como el complejo II, la 
-cetoglutarato dehidrogenasa o la -glicerofosfato dehidrogenasa (Yankovskaya et al., 
2003; Andreyev et al., 2005; Murphy, 2009; Kowaltowski et al., 2009; Brand, 2010; Dröse, 
2013; Quinlan et al., 2014; Brand, 2016); sin embargo, aún no es clara la contribución de 
estos sitios a la producción de especies reactivas del O2 en condiciones fisiológicas. 
 
2.1. 1. Producción de O2
●- en el complejo I 
 Los electrones transferidos en el proceso catalítico de la NADH deshidrogenasa 
pueden derivarse hacia la generación de O2
●- (Hirst y Roessler, 2016; Vinogradov y 
Grivennikova, 2016). Dicha generación se describió tanto en condiciones de flujo directo 
como de flujo reverso de electrones, es decir, desde el NADH hacia la ubiquinona o 
desde el succinato hacia el NAD+. En este último caso, los electrones acceden al 
complejo I a través del UQH2, reacción favorecida por un elevado potencial de 
membrana.  
 El mecanismo exacto que explica la producción de O2
●- por el complejo I se 
encuentra aún en intenso debate. Los centros involucrados en la cesión de un electrón a 
la molécula de O2 son la FMN y la ubisemiquinona. En el primer caso, se ha propuesto 
que tanto la semiquinona de la FMN (Boveris y Cadenas, 1975; Cadenas et al., 1977; 
Turrens y Boveris, 1980) como la FMN totalmente reducida (FMNH2; Kussmaul y Hirst, 
2006, Pryde y Hirst, 2011) son capaces de llevar a cabo una reacción de segundo orden 
con el O2 para producir O2
●-. Por otro lado, la formación del radical ubisemiquinona, en el 
sitio de reducción de la ubiquinona, podría ser la fuente para la generación de O2
●-. Dicha 
semiquinona se detectó en condiciones de oxidación de NADH (Magnitsky et al., 2002; 
Ohnishi et al., 2005) así como también en condiciones de flujo reverso de electrones 
(Votyakova y Reynolds, 2001; Lambert y Brand, 2004).  
 La producción de O2
●- por el complejo I depende de la fuerza protón motriz (Δp),  
pudiendo ser inhibida por la acción de intercambiadores de H+ y/o desacoplantes de la 
fosforilación oxidativa. Además, el O2
●- producido es liberado hacia la matriz mitocondrial 
(Han et al., 2001; 2002; 2003; St-Pierre et al., 2002; Bleier et al., 2015). Ambas 





2.1. 2. Producción de O2
●- en el complejo III 
 La producción de O2
●- por el complejo bc1 se atribuye a la ubisemiquinona (UQH
●) 
formada en el sitio Qo (Boveris y Cadenas, 1975; Turrens et al., 1985; Muller et al., 2002; 
2003). Se ha propuesto que la UQH●, intermediario en la bifurcación de electrones entre 
las cadenas de alto y de bajo potencial, puede generarse a través de dos mecanismos: 
(i) a partir de la reacción directa de oxidación del UQH2, cuando el cluster Fe2S2 oxidado 
de la proteína de Rieske (cadena de alto potencial) acepta un electrón del UQH2 unido al 
sitio Qo (Figura 12.A), o (ii) como consecuencia de la transferencia reversa de electrones 
desde el hemo bL reducido (cadena de bajo potencial) hacia la ubiquinona unida a dicho 
sitio Qo (Figura 12.B). Los mecanismos se denominan semiforward y semireverse, 
respectivamente (Dröse y Brandt, 2008; Sarewicz et al., 2010; Guillaud et al., 2014).  
 
 
Figura 12. Esquema de los mecanismos de formación de ubisemiquinona en el sitio Qo.  
A. En el mecanismo semiforward, la ubisemiquinona se genera luego de la transferencia 
de un electrón desde el ubiquinol al cluster Fe2-S2. B. El mecanismo semireverse tiene 
lugar luego de la oxidación total del ubiquinol, transfiriéndose un electrón al cluster Fe2-S2 
y otro al cit bL. El cit bL reducido, es capaz de ceder un electrón en forma reversa a la 
ubiquinona, generándose la ubisemiquinona.  
  
 El O2 colisiona con la ubisemiquinona y se reduce no enzimáticamente, según: 
UQH● + O2                      UQ + H
+ + O2
●- (13) 

























 En condiciones fisiológicas, la producción de O2
●- por el complejo III se incrementa 
a elevados Δ, compatibles con el estado 4 (Korshunov et al., 1997). El potencial de 
membrana se opone a la transferencia de electrones entre los citocromos bL y bH; por lo 
tanto, elevados Δ permiten la acumulación de electrones en la cadena de bajo 
potencial, favoreciendo la formación o estabilización de la UQH● en el sitio Qo y su 
autoxidación (Cadenas y Boveris, 1980; Rottenber et al., 2009; Bleier y Dröse, 2013).   
 La velocidad de generación de O2
●- también aumenta en presencia de antimicina. 
En estas condiciones, la unión del inhibidor al sitio Qi impide la oxidación de los 
citocromos b en la cadena de bajo potencial. El incremento en la [UQH2], junto a la 
acumulación de electrones en los hemo b, limita la oxidación de la UQH● en el sitio Qo, 
incrementando su tiempo de vida media y, por consiguiente, la probabilidad de 
interacción con el O2 (Boveris y Cadenas, 1975; van den Berg et al, 1979; Muller et al., 
2002).  
 
2.2. Producción mitocondrial de H2O2 
 La mayor parte del O2
●- generado en las mitocondrias (70-80%) es liberado 
vectorialmente hacia la matriz, y sólo un 20-30% es liberado hacia el espacio 
intermembranas (Han et al., 2001; 2002; 2003; St-Pierre et al., 2002; Muller et al., 2004). 
Dentro de la matriz, el O2
●- dismuta a H2O2 y O2 (McCord y Fridovich, 1969; Weisiger y 
Fridovich, 1973) a través de la reacción catalizada por la enzima Mn-superóxido 
dismutasa (Mn-SOD) según: 
2 O2
●- + 2 H+                      H2O2 + O2 (14) 
 k = 1.8-2.4 x 109 M-1 s-1  
 
 La producción de H2O2, como consecuencia de la producción de O2
●-, depende del 
estado redox de los componentes de la cadena respiratoria y, por consiguiente, del 
estado metabólico mitocondrial y de la presencia de inhibidores (Boveris y Chance, 1973; 
Chance et al., 1979; Korshunov et al., 1997; Boveris et al., 2006). La generación de H2O2 
por mitocondrias de corazón en estado 4, o de respiración pasiva, se encuentra en el 
rango de 0.4-0.9 nmol H2O2  min
-1  mg proteína-1; mientras que en estado 3, o de 
respiración activa, se registran valores de entre 0.05-0.15 nmol H2O2  min
-1  mg 
proteína-1 (Boveris et al., 1976; Boveris y Cadenas, 1997; Boveris et al., 2006; Boveris y 
Repetto, 2016). De esta forma, la velocidad de producción de H2O2 en estado 4 resulta 
entre 4 y 16 veces mayor que en estado 3, conforme el Δ en dichos estados 
metabólicos (Chance et al., 1979; Boveris y Cadenas, 1997; Korshunov et al., 1997; 




presencia de antimicina, aproximadamente 2.0-4.0 nmol H2O2  min
-1  mg proteína-1 
(Boveris y Chance, 1973; Loschen et al., 1974; Boveris y Cadenas, 1975; Boveris et al., 
1976). Se ha descripto que situaciones fisiopatológicas que cursan con reducción de la 
actividad de los complejos respiratorios y, consecuentemente, inhibición de la 
transferencia de electrones, también producen incremento en la velocidad de producción 
de H2O2 (Turrens, 1996; Valdez et al., 2011; Bombicino et al., 2016b). 
 El H2O2 generado es capaz de difundir a través de las membranas, siendo una 
molécula de importancia biológica en la señalización mitocondria-citosol (Yin et al., 2012; 
2014; Sies, 2016; 2017). La regulación de vías metabólicas involucra la modificación de 
proteínas sensibles a la oxidación de grupos redox (Winterbourn y Hampton, 2008; Yin et 
al., 2012; Bleier et al., 2015). En el citosol, la [H2O2] se mantiene en bajos niveles (10
-9 - 
10-7 M) a través de sistemas catalíticos de remoción de H2O2, tales como los sistemas 
enzimáticos catalasa, glutatión peroxidasa y peroxiredoxinas (Boveris y Cadenas, 1997). 
De esta forma, es posible detectar gradientes intracelulares de H2O2, generados entre la 
fuente y los puntos de remoción (Antunes y Cadenas, 2000; Marinho et al., 2013; Sies, 
2014; 2017). 
 En este escenario, el H2O2 emerge como un metabolito central en la regulación de 
vías sensibles a estados redox, actuando como molécula señalizadora en condiciones de 
eustrés oxidativo (Sies, 2017). El término eustrés oxidativo se refiere a condiciones 
fisiológicas de estrés oxidativo, diferenciándose del distrés oxidativo, compatible con el 
daño a macromoléculas por estrés oxidativo. El nuevo concepto de estrés oxidativo, 
ampliado por Sies en el año 2007 (Sies y Jones, 2007; Sies, 2015; 2016), se define como 
un desbalance entre agentes oxidantes y antioxidantes, en favor de los oxidantes, llevando 
a la disrupción de la señalización redox y el control y/o daño molecular. 
 
 
3. Generación mitocondrial de especies reactivas del nitrógeno: NO y ONOO- 
 
3.1. Óxido nítrico: estructura y características fisicoquímicas  
El NO es un radical libre, esencialmente un híbrido entre el O2 y el N2. La 
molécula de oxígeno es un birradical, fuertemente oxidante en términos termodinámicos; 
sin embargo, los dos electrones se encuentran en orbitales moleculares separados, con 
igual número de espín, lo cual disminuye cinéticamente la reactividad de esta especie. 
En contraste, el N2 es un gas inerte, sin electrones desapareados. El NO posee una 
reactividad intermedia dado que, a diferencia del O2, posee un único electrón 




El átomo de N posee 7 electrones, 5 de los cuales se disponen en la capa de valencia. 
Por otro lado, el átomo de O, con número atómico 8, posee 6 electrones en la capa de 
valencia. Así, la molécula de NO contiene 15 electrones, los cuales se distribuyen en los 









electrón desapareado se ubica en el orbital  antienlazante, característica en la que se 
basa la química subyacente a sus principales acciones biológicas (Beckman, 1996; 
Pacher et al., 2007).  
 El NO es un gas incoloro, a 1 atm y a temperatura ambiente; su punto de ebullición 
normal es -151.7 °C. La máxima solubilidad del NO en agua, a 1 atm de presión y a 
temperatura ambiente, es 2 mM (Beckman, 1996), la cual es aproximadamente dos 
veces superior a la del O2. El coeficiente de difusión del NO en agua, a 37 °C, es 
4.8  10-5 cm2 s-1 (Wise y Houghton, 1968; Denicola et al., 1996).  
 Estructuralmente, el NO es una molécula no cargada, apolar, con elevada 
solubilidad en entornos hidrofóbicos. Por lo tanto, resulta entre 4 y 7 veces más soluble 
en solventes no polares y membranas lipídicas que en agua (Shaw y Vosper, 1977; 
Denicola et al., 1996; Liu et al., 1998). Esta propiedad le permite difundir a través de las 
membranas biológicas, señalizando a distancia de su sitio de generación (Lancaster, 
1997). Teniendo en cuenta el tiempo de vida media estimado para el NO en entornos 
biológicos (1 s) y la velocidad promedio calculada para una molécula de las 
características del NO (400 m  s-1), se postula que la difusión es uno de los 
mecanismos que participan en la desaparición del NO en condiciones fisiológicas 
(Lancaster, 1994; Pacher et al., 2007). De esta forma, la difusión, sumada a la 
descomposición espontánea por autoxidación o reacción con metaloproteínas, genera un 
gradiente de [NO], la cual declina radialmente desde el sitio de producción del gas. En 
este proceso se basa el mecanismo de acción del NO como mensajero intracelular, 
permitiendo que la información se transmita a través de cambios en la [NO] en 
microambientes localizados (Lancaster, 1994; Beckman, 1996; Pacher et al., 2007).  
 A través de reacciones redox que involucran al NO, así como también la 
interacción del NO con el O2 o especies reactivas del oxígeno, se originan, además de 
los óxidos de nitrógeno, una serie de compuestos conocidos como especies reactivas del 
nitrógeno. Las fórmulas moleculares y la nomenclatura de dichas especies se indican en 







Tabla 2. Nomenclatura de especies reactivas del nitrógeno y N-óxidos (Tomada de 
Beckman, 1996). 
Fórmula química Nombre común Nombre IUPAC 
NO óxido nítrico monóxido de nitrógeno 
NO- anión nitroxilo oxonitrato (1-) 
HNO nitroxilo ácido oxonítrico 
NO+ ión nitrosonio catión nitrosilo 
N2O óxido nitroso monóxido de dinitrógeno 
NO2 dióxido de nitrógeno dióxido de nitrógeno 
NO2
- nitrito dioxonitrato (1-) 
HNO2 ácido nitroso ácido dioxonítrico 
NO2
+ ión nitronio catión nitrilo 
ONOO● radical peroxinitrito radical nitroxildioxilo 
NO3
- nitrato nitrato 
HNO3 ácido nítrico ácido nítrico 
ONOO- peroxinitrito oxoperoxonitrato (1-) 
HONOO ácido peroxinitroso ácido oxoperoxonítrico 
N2O3 trióxido de dinitrógeno trióxido de dinitrógeno 
N2O4 tetróxido de dinitrógeno tetróxido de dinitrógeno 




3.2. Efectos biológicos del NO: clasificación 
 Los efectos biológicos del NO pueden clasificarse en efectos directos, 
consecuencia de la acción del NO per se, y efectos indirectos, secundarios a la reacción 
del NO con O2 o con especies reactivas del oxígeno (Figura 13) (Wink y Mitchell, 1998; 
Miranda et al., 2000; Thomas et al., 2003).  
 Los mecanismos principales mediante los cuales el NO per se ejerce efectos 
biológicos involucran: (i) la reacción con especies conteniendo otro electrón desapareado 
y (ii) la interacción con orbitales d de los metales de transición, particularmente el hierro. 
En el primer caso, se destacan las reacciones de terminación entre radicales libres. Una 
de las reacciones mejor estudiada es la reacción entre el NO y el O2
●- para generar 
peroxinitrito (ONOO-). Esta reacción está cinéticamente controlada por difusión, y su 
constante de velocidad es 0.67-1.9  1010 M-1 s-1 (Huie y Padmaja, 1993; Goldstein y 
Czapski, 1995; Kissner et al., 1997). El ONOO- es un compuesto oxidante y nitrante que, 








Figura 13. Esquema de los mecanismos implicados en los efectos biológicos del NO. 
Adaptado de Wink y Mitchell, 1998 y Miranda et al., 2000. 
 
 
Por otro lado, las interacciones de mayor especificidad y afinidad del NO son con 
metaloproteínas, tales como las enzimas guanilato ciclasa y citocromo oxidasa o la 
hemoglobina. El NO posee la característica particular de reaccionar tanto con la forma 
férrica como con la ferrosa del hierro; el electrón desapareado del NO se transfiere 
parcialmente al metal, formando un enlace de características iónicas. En el caso del 
Fe3+, la reacción entre el NO y el átomo de Fe produce el derivado nitrosilado, en el cual 
el Fe se encuentra en estado ferroso (Wade y Castro, 1990). La interacción del NO con 
el Fe2+ se caracteriza por su reversibilidad y elevada afinidad; el ejemplo más 
representativo corresponde a la activación de la guanilato ciclasa (Braughler et al., 1979; 












































3.3. Producción de NO in vivo 
 En las células de mamíferos, el NO es sintetizado por las óxido nítrico sintasas 
(NOS; EC 1.14.13.39), una familia de enzimas que catalizan la reacción de oxidación de 
L-arginina, en presencia de NADPH y O2, para producir L-citrulina y NO, según: 
L-arginina + 1.5 NADPH + 1.5 H+ + 2 O2         L-citrulina + NO + 1.5 NADP
+ + 2 H2O (15) 
 
 En su forma activa, las NOS se presentan como dímeros, asociados mediante 
Ca2+-calmodulina. Además, requieren (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4), FAD, FMN 
y Fe-protoporfirina IX (hemo) como cofactores; todos se encuentran fuertemente unidos a 
la estructura proteica (Marletta, 1994; Alderton et al., 2001). 
 Genéticamente, se identificaron tres isoformas de NOS, las cuales presentan 
diferencias en cuanto a su localización, regulación, propiedades catalíticas y sensibilidad 
a inhibidores. La nomenclatura clásica refiere al orden cronológico de su descubrimiento 
y al tejido donde se halló. Así, la NOS neuronal (nNOS, tipo I o NOS-1) fue la primera en 
ser descubierta, hallada inicialmente en tejido neuronal. Posteriormente, se conoció una 
isoforma no expresada constitutivamente, cuya síntesis puede ser inducida en un amplio 
rango de células y tejidos: la NOS inducible (iNOS, tipo II o NOS-2). Finalmente, se 
describió la NOS endotelial (eNOS, tipo III o NOS-3) en las células del endotelio vascular. 
Si bien la mencionada nomenclatura aún tiene vigencia, no se limita a la sistemática que 
le dio origen: distintas isoformas se hallaron en diversos tejidos, así como también 
variantes de splicing que originan otras formas enzimáticas (Michel y Feron, 1997; 
Alderton et al., 2001). Más aún, varias isoformas coexisten en un mismo tipo celular 
(Kelly et al., 1996; Barouch et al., 2002; Zaobornyj y Ghafourifar, 2012).  
 En 1997 y 1998, dos grupos de investigación independientes, Ghafourifar y Richter 
(1997) y Giulivi, Poderoso y Boveris (1998) mostraron que preparaciones mitocondriales 
purificadas generan NO. En células de mamíferos, el NO mitocondrial se produce a 
través de la reacción que cataliza la óxido nítrico sintasa mitocondrial (mtNOS), una 
isoforma de la familia de las NOS. Esta enzima, se expresa constitutivamente y es 
regulada por variaciones en las concentraciones de calcio (Ghafourifar y Richter, 1997; 
Giulivi et al., 1998; Tatoyan y Giulivi, 1998; Traaseth et al., 2004). La mtNOS ha sido 
identificada por Giulivi y colaboradores como la isoforma  de la nNOS genómica, con 
modificaciones post traduccionales: (i) acilación con ácido mirístico de la región N-
terminal, lo que permitiría su traslado y anclaje en la membrana interna mitocondrial 
luego de su síntesis citosólica, y (ii) fosforilación de la Ser-1412 de la región C-terminal, 





3.3. 1. Metabolismo mitocondrial de NO y ONOO- 
 La velocidad de producción mitocondrial de NO se encuentra en el rango de 0.9-1.4 
nmol NO  min-1  mg proteína-1, la cual lleva a una concentración en estado estacionario 
en la matriz mitocondrial de 50-370 nM (Boveris et al., 2006; Valdez y Boveris, 2007; 
Valdez et al., 2018).  
Resultados de nuestro laboratorio han mostrado que la producción mitocondrial de 
NO depende del estado metabólico: la velocidad de liberación de NO en estado 3 es 
alrededor de 40-45% menor que en estado 4 (Valdez et al., 2006; Boveris et al., 2006; 
Valdez y Boveris, 2007). Al igual que la generación de H2O2 (Korshunov et al., 1997), la 
generación mitocondrial de NO depende del potencial de membrana (Δ), siendo esta 
dependencia más importante en el rango Δ fisiológico (150-180 mV) (Valdez et al., 
2006: Valdez y Boveris, 2007). 
 En la matriz mitocondrial, los metabolismos del NO y del O2
●-  son 
interdependientes y están ligados por la reacción limitada por difusión entre las 
moléculas de NO y de O2
●-, generando ONOO- (Kissner et al., 1997). 
NO  +  O2
●-               ONOO- (16) 
 k = 1.9 x 1010 M-1 s-1  
 
Sin considerar el aporte citosólico de NO, dicha reacción contribuye con 0.38 M           
ONOO-  s-1 en la matriz mitocondrial o 0.92 nmol ONOO-  min-1  mg proteína-1 (Valdez 
et al., 2000). Se ha estimado que la [ONOO-]ss en condiciones fisiológicas es 2-5 nM 
(Valdez et al., 2000) y se considera que niveles de ONOO- del orden de 25-100 nM llevan 
a nitración de proteínas y nitrosilación de grupos tioles, provocando disfunción 
mitocondrial y/o daño celular (Pacher et al., 2007; Bartesaghi y Radi, 2018). 
 
3.3. 2. Papel regulador del NO en la mitocondria 
 El NO es un efectivo modulador de la función y metabolismo energético 
mitocondrial, ya que ejerce múltiples efectos sobre la cadena respiratoria: (i) inhibe la 
actividad de citocromo oxidasa (complejo IV) competitivamente con el O2 (Brown y 
Cooper, 1994; Cleeter et al., 1994; Schweizer y Richter, 1994; Takehara et al., 1996; 
Antunes et al., 2004; 2007) e (ii) inhibe la transferencia de electrones entre los 
citocromos b y c, incrementando la producción mitocondrial de H2O2 (Poderoso et al., 
1996). Además, el NO participa en reacciones de terminación de radicales libres y en 
reacciones redox que ocurren en la matriz mitocondrial, procesos reguladores de la 




reactivas, tales como el O2
●- y el ONOO- (Poderoso et al., 1996; 1998; 1999a; 1999b; 
Boveris et al., 1999a; Valdez et al., 2000; Boveris et al., 2010). 
La mtNOS es una enzima altamente regulada: las observaciones experimentales 
acumuladas señalan que tanto factores fisiológicos como fisiopatológicos y/o 
tratamientos farmacológicos regulan la actividad y/o expresión de dicha enzima. Se han 
observado modificaciones de la actividad de mtNOS por la presión parcial de O2 en el 
aire inspirado (Gonzales et al., 2005; Zaobornyj et al., 2005; 2009), el sistema 
autonómico simpático (Fellet et al., 2006), las hormonas tiroideas (Carreras et al., 2001), 
la insulina (Finocchietto et al., 2008) y la angiotensina II (Costa et al., 2002). La expresión 
y actividad de la mtNOS es regulada positivamente en procesos inflamatorios (Alvarez y 
Boveris, 2004; Vanasco et al., 2012), diabetes (Bombicino et al., 2016b, 2017) y 
modulada positiva o negativamente por tratamientos farmacológicos como haloperidol, 
clorpromazina y enalapril (Lores Arnaiz et al., 1999, 2004; Boveris et al., 2002; 2003). Los 
mecanismos involucrados incluyen la acción directa sobre la estructura de la enzima y/o 
la modificación de factores tales como la [Ca2+], la disponibilidad de O2, el pH y el Δ, los 




Figura 14. Esquema del papel regulador del NO en el metabolismo energético 
mitocondrial. La producción de NO por la mtNOS se encuentra regulada tanto en 
condiciones fisiológicas como fisiopatológicas y por tratamientos farmacológicos. La 
acción del NO sobre los complejos IV, III y I modula la cadena respiratoria mitocondrial, 
controlando la síntesis de ATP y las concentraciones en estado estacionario de especies 




























 Más aún, se ha observado una asociación entre la síntesis de nuevas mitocondrias 
y cambios en la actividad y expresión de mtNOS (Navarro et al., 2005; Bombicino et al., 
2017), hecho que coincide con el papel del NO en la regulación positiva de la biogénesis 
mitocondrial (Nisoli et al., 2003; 2004). 
De esta forma, la multiplicidad de mecanismos que regulan la actividad de la 
mtNOS puede interpretarse como una evidencia de la importancia moduladora del NO 
mitocondrial en el metabolismo energético y en la señalización mitocondria-citosol.  
 
 
3.4. Dadores de NO 
Aunque en condiciones fisiológicas el NO es generado a través de la reacción 
catalizada por las NOS, para estudiar los efectos del NO sobre los sistemas biológicos se 
requiere una fuente exógena, plausible de ser manipulada a fin de establecer 
concentraciones conocidas del gas.  
La síntesis y el manejo del NO gas en el laboratorio demanda cuidados especiales, 
debido a la reactividad y autoxidación del mismo (Aga y Hughes, 2008). Por ello, se 
desarrollaron compuestos capaces de liberar NO en solución acuosa, llamados 
genéricamente dadores de NO, los cuales son ampliamente utilizados para estudios en 
sistemas biológicos. La caracterización de la cinética de liberación de NO, así como 
también las condiciones del medio, tales como temperatura y pH, permiten establecer y 
controlar las [NO] a las cuales están expuestas las muestras biológicas. Dentro de los 
compuestos utilizados, se pueden mencionar al S-nitrosoglutatión (GSNO), perteneciente 
a la gran familia de los S-nitrosotioles; y a un dador más específico, espermina-NONOato 
(SPER-NO), perteneciente a la familia de los diazonio diolatos o NONOatos.   
 
3.4. 1  S-nitrosotioles  
Los S-nitrosotioles son compuestos de estructura RSNO; los mismos, bajo 
condiciones apropiadas, se descomponen liberando NO y el correspondiente disulfuro. 
En el caso del GSNO, derivado S-nitrosado del glutatión (GSH), la ruptura homolítica del 
enlace S-NO genera NO y el radical GS●, el cual dimeriza para formar GSSG (Singh RJ 












+ 2 NO 
  S-nitrosoglutatión  Glutatión oxidado  
Figura 15. Reacción de descomposición del GSNO para dar NO. 
 
Los S-nitrosotioles, tales como la S-nitrocisteína, la S-nitrosohemoglobina o el 
GSNO, se han propuesto como intermediarios biológicos en la transducción de señales 
mediada por el NO producido por las NOS, modulando la [NO] en tiempo y espacio 
(Feelisch, 1998; Hess et al., 2001). En particular, el GSNO es el principal S-nitrosotiol 
presente en células y fluidos periféricos (Hess et al., 2005), y su concentración se 
encuentra finamente regulada por sistemas enzimáticos, como la GSNO reductasa o la 
SOD. Además de la liberación de NO, los S-nitrosotioles poseen la capacidad de 
transferir el grupo NO+ directamente a un grupo R-SH, evitando el intermediario NO. El 
proceso se denomina transnitrosilación y se postula como mecanismo de regulación o 
transducción de señales en condiciones fisiológicas (Forrester et al., 2009; Beigi et al., 
2012). 
  
3.4. 2  NONOatos  
Los NONOatos son aductos de NO con un nucleófilo, generalmente una amina 
(Maragos et al., 1991; Keefer et al., 1996). Su descomposición en medios acuosos sigue 
una cinética de primer orden, dependiente del pH, siendo prácticamente instantánea en 
medios de pH < 5.0; las soluciones alcalinas (pH > 11) resultan estables por horas, en 
hielo y protegidas de la luz (Feelisch, 1998). La estequiometria de la reacción indica la 
liberación de 2 moles de NO por mol de aducto. Existe una gran variedad de compuestos 
que difieren en el tiempo de vida media de descomposición y, por consiguiente, de la 
velocidad de liberación de NO. Cabe mencionar a la SPER-NO (Figura 16), compuesto 
utilizado en este trabajo, el cual posee un t1/2 de 88 min a 30 °C y pH 7.40 (Maragos et 








+ 2 NO 
 Espermina-NONOato (SPER-NO)  Espermina  






HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
La hipótesis de trabajo sostiene que el óxido nítrico (NO) es un modulador 
fisiológico de la función mitocondrial, ya que inhibe la actividad del complejo IV y la 
transferencia de electrones entre los citocromos b y c, regulando la eficiencia de la 
cadena respiratoria mitocondrial y la producción de especies reactivas del oxígeno y del 
nitrógeno.  
En la actualidad, se conoce el mecanismo por el cual el NO inhibe reversiblemente 
la actividad de citocromo oxidasa (complejo IV), en competencia con el O2 (Cleeter et al., 
1994; Brown y Cooper, 1994; Takehara et al., 1995). Se ha realizado el modelo 
computacional del mecanismo inhibitorio, compatible con los datos experimentales 
(Antunes et al., 2004; 2007). Sin embargo, poco se sabe acerca de la interacción del NO 
en el área ubiquinona:citocromo b (complejo III), habiendo sólo un trabajo original en la 
literatura que hace referencia a esta inhibición (Poderoso et al., 1996).  
El complejo III cumple una función central ya que transfiere electrones derivados 
tanto del complejo I como del complejo II, desde el ubiquinol (UQH2) al citocromo c, y 
bombea protones hacia el espacio intermembranas a través del ciclo Q (Mitchell, 1975; 
Crofts, 2004), contribuyendo a la fuerza protón motriz. Asimismo, la autoxidación de la 
semiquinona del par redox ubiquinol/ubiquinona (UQH2/UQ) lleva a la generación de 
anión superóxido (O2
●-). 
Por ello, el objetivo general de este trabajo de Tesis fue estudiar y caracterizar el 
efecto del NO en el área ubiquinona:citocromo b, en situaciones fisiológicas, examinando 
aspectos bioquímicos, biofísicos y bioenergéticos. Asimismo, estudiar los efectos de la 
interacción del NO con el complejo III sobre la producción de especies reactivas del 
oxígeno, específicamente O2
●- y peróxido de hidrogeno (H2O2). Teniendo en cuenta las 
observaciones experimentales en su conjunto, postular un mecanismo de acción del NO 
sobre el complejo III. 
 
Objetivos específicos 
El estudio se abordó utilizando S-nitrosoglutatión (GSNO), espermina-NONOato 
(SPER-NO) y solución de NO, como fuentes de NO, sobre preparaciones mitocondriales 
de distintos niveles de complejidad: mitocondrias acopladas, membranas mitocondriales, 
partículas submitocondriales y fracción enriquecida en complejo III. 
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Los objetivos específicos incluyeron:  
1. Cuantificar de la concentración de NO alcanzada en el medio de reacción cuando se 
utilizan los dadores de NO, GSNO y SPER-NO 
 Analizar la liberación de NO a partir de dadores, a través del uso de un sensor 
electroquímico de NO (ISO-NOP) y del cambio de absorbancia asociado a la oxidación 
de la oxihemoglobina (HbO2).  
 Calcular la concentración de NO en el medio de reacción, a partir de la utilización de 
modelos cinéticos que expliquen la liberación de NO en las condiciones 
experimentales ensayadas. 
 
2. Estudiar el efecto del NO aportado por GSNO y SPER-NO sobre el área 
ubiquinona:citocromo b, utilizando membranas mitocondriales, partículas 
submitocondriales o mitocondrias acopladas de corazón, haciendo hincapié en: 
 la inhibición de la transferencia de electrones, 
 el estado de reducción de los componentes de la cadena respiratoria mitocondrial, a 
saber: citocromos y coenzima Q, y 
 la producción de O2
●- y de H2O2. 
 
3. Evaluar los efectos del NO per se sobre el complejo III mitocondrial  
 Evaluar el efecto del NO aportado en forma de bolo por una solución de NO sobre 
mitocondrias acopladas de corazón o sobre una fracción mitocondrial enriquecida en 
complejo III, y comparar los resultados obtenidos con aquellos registrados con el NO 
aportado gradualmente por los dadores.  
 Analizar el efecto del NO endógeno, producido por la oxido nítrico sintasa mitocondrial 
(mtNOS), sobre el complejo III. 
 Identificar el probable sitio de interacción 
 Hallar un modelo cinético capaz de reproducir los resultados experimentales, a fin de 










MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1. Preparaciones mitocondriales 
 Con el objeto de evaluar el efecto del NO sobre el complejo III mitocondrial, se 
utilizaron mitocondrias acopladas de corazón de rata, membranas mitocondriales de 
corazón bovino, partículas submitocondriales de corazón bovino y una fracción 
enriquecida en complejo III, obtenida a partir de mitocondrias de corazón bovino. Las 
diferencias en complejidad de las preparaciones mitocondriales utilizadas permitieron 
estudiar aspectos complementarios de la interacción del NO con el complejo III, así como 
los efectos de dicha interacción. 
 
1.1. Aislamiento de mitocondrias de corazón de rata 
 Las mitocondrias de corazón de rata se aislaron conforme a la técnica descripta por 
Mela y Seitz (1979), en la cual se combina la utilización de proteasas junto a la 
centrifugación diferencial. La utilización de proteasas promueve una mayor disrupción del 
tejido; así, se favorece la liberación de las mitocondrias de las fibras miocárdicas y 
aumenta el rendimiento del proceso de aislamiento y la calidad de las organelas. 
 Los corazones se obtuvieron a partir de ratas hembras Sprague Dawley, de 
aproximadamente 200 g de peso. La manipulación y el cuidado de los animales se 
realizaron conforme las guías internacionales de animales de experimentación 
(International Guiding Principles for Biomedical Involving Animals, ICLAS) y fueron 
aprobados por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la 
Facultad de Farmacia y Bioquímica (EXP FyB UBA 0027118/17; Res. 2278-17). Las ratas 
se sacrificaron bajo atmósfera de CO2 y se seccionaron los corazones. Los mismos se 
pesaron y lavaron con un buffer compuesto por sacarosa 250 mM, Tris-HCl 5 mM, EGTA 
2 mM, pH 7.40 (STE-1). Posteriormente, los corazones sumergidos en STE-1, en una 
proporción 1:10, se cortaron con tijera en pequeños fragmentos. Luego, se renovó el 
medio y se repitió el procedimiento. La muestra se dividió en dos placas de Petri; en una 
de ellas el tejido se sometió a la acción de proteasas, para lo cual el medio se reemplazó 
por un buffer compuesto por sacarosa 250 mM, Tris-HCl 5 mM, EGTA 2 mM, BSA 0.5% 
(P/V), MgCl2 5 mM, ATP 1 mM, proteinasa bacterial tipo XXIV 2.5 U ml
-1, pH 7.40 
(STE-2), en una proporción 1:5. Ambas placas se incubaron durante 4 min a 4 °C. 
Posteriormente, se agregó STE-1, diluyendo ambas fracciones de la muestra en una 
proporción 1:10. Las dos porciones se homogeneizaron, por separado, utilizando un 
homogeneizador de vidrio-Teflón. Los homogeneizados se centrifugaron en una 
centrífuga refrigerada (Sorvall-Instruments-Du Pont, Modelo RC5S) a 8000g durante 10 
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min, con el fin de eliminar el medio con proteasa. Los pellets obtenidos se 
resuspendieron en STE-1 y se centrifugaron a 700g durante 10 min. Se descartaron los 
sedimentos conteniendo núcleos, membranas y células no rotas y se unificaron ambos 
sobrenadantes, los cuales se centrifugaron a 8000g durante 10 min. El pellet obtenido, 
correspondiente a la fracción mitocondrial, se resuspendió en STE-1 y se centrifugó 
nuevamente a 8000g durante 10 min. El pellet conteniendo las mitocondrias lavadas se 
resuspendió en STE-1 y se homogeneizó manualmente en un homogeneizador de 
vidrio-Teflón. Todas las operaciones se llevaron a cabo entre 0 y 2 °C. El protocolo se 
esquematiza en la Figura 17. 
 
 
Figura 17. Esquema del procedimiento experimental para el aislamiento de 







Centrifugación a 8000g, 10 min
Resuspensión de pellets
en STE-1
Centrifugación a 700g, 10 min
Corte del tejido y 
lavados en STE-1
Unión de sobrenadantes 
Centrifugación a 8000g, 10 min
Lavado: resuspensión del pellet en STE-1
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1.2. Aislamiento de mitocondrias de corazón bovino 
 Las mitocondrias de corazón bovino se obtuvieron a partir de material de frigorífico, 
dentro de las primeras 2 horas posteriores al sacrificio. Los corazones fueron lavados con 
solución de NaCl 0.9% (P/V) fría, a fin de eliminar restos de sangre y descender la 
temperatura del tejido. El traslado al laboratorio se realizó en una solución de 
conservación de tipo intracelular, ligeramente hiperosmótica, compuesta por glucosa 
195 mM, NaHCO3 10 mM, K2HPO4 50 mM, KCl 15 mM, pH 7.00 (Eurocollins); y en baño 
de hielo, conforme a las recomendaciones de Escalante Cobo y del Río Gallegos (2009) 
para el traslado de tejidos para trasplante. 
 El procedimiento general para la obtención de mitocondrias se realizó de acuerdo a 
lo descripto por Cadenas y colaboradores (1977). Se trabajó con el ventrículo izquierdo, 
el cual fue cortado a cuchillo en pequeñas porciones para luego ser procesado con una 
picadora de carne eléctrica (Moulinex, Type 320, 700 W), durante 15 s. Cada 100 g de 
ventrículo izquierdo se adicionaron 200 ml de buffer compuesto por manitol 230 mM, 
sacarosa 70 mM, Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.80 (MSTE) y la mezcla se 
homogeneizó con una licuadora de mano (Braun, Minipimer MR 400), a máxima 
velocidad, durante 30 s, en seis ciclos de 5 s. El pH se constató continuamente y se 
mantuvo en 7.50 mediante el agregado de Trisma base 1 M. Posteriormente, el 
homogeneizado obtenido se centrifugó en una centrífuga refrigerada (Sorvall-
Instruments-Du Pont, Modelo RC5S) a 1200g durante 15 min, a fin de descartar núcleos 
y restos celulares. El sobrenadante conteniendo las mitocondrias se pasó por una doble 
capa de gasa y se descartó el sedimento. El sobrenadante filtrado se centrifugó a 
16 000g durante 15 min. El pellet obtenido se resuspendió en MSTE, en una proporción 
1:4, se homogeneizó y se centrifugó a 16 000g durante 20 min. El pellet conteniendo las 
mitocondrias se resuspendió en un buffer compuesto por manitol 230 mM, sacarosa 
70 mM, Tris-HCl 30 mM, pH 7.50 (MST), ATP 1 mM y MgCl2 15 mM, en una proporción 
1:4, y se homogeneizó manualmente en un homogeneizador de vidrio-Teflón. La 
suspensión mitocondrial obtenida se conservó a -20 °C hasta el día siguiente, a fin de 
continuar con el protocolo de preparación de partículas submitocondriales 
(submitochondrial particles, SMP) de corazón bovino. Cuando las mitocondrias se 
destinaron a la obtención de la fracción enriquecida en complejo III, el pellet conteniendo 
las mitocondrias se resuspendió en MST, omitiendo el agregado de ATP y MgCl2, en una 
proporción 1:4, y se homogeneizó manualmente en un homogeneizador de vidrio-Teflón. 
La suspensión obtenida se almacenó a -20 °C por un lapso no mayor a una semana. 
Todo el procedimiento se realizó entre 0 y 2 °C. El protocolo se esquematiza en la 
Figura 18. 




Figura 18. Esquema del procedimiento experimental para el aislamiento de 
mitocondrias de corazón bovino. 
 
 
1.3. Obtención de partículas submitocondriales 
 Las partículas submitocondriales (SMP) de corazón bovino se prepararon por 
sonicación de las mitocondrias aisladas previamente y conservadas a -20 °C, conforme a 
la técnica descripta por Turrens y Boveris (1980). El procedimiento corresponde a la 
obtención de partículas submitocondriales fosforilantes invertidas de corazón, en 
presencia de Mg2+ en el medio utilizado durante la preparación. 
 La suspensión mitocondrial, preparada conforme lo detallado en la Sección 1.2, se 
descongeló y, luego de la determinación de la concentración de proteínas, se adicionó 
buffer MST con ATP 1 mM y MgCl2 15 mM, a fin de alcanzar una concentración de 20 mg 
proteína  ml-1. La preparación se sometió a 12 ciclos de sonicación, de 10 s cada uno, 
Resuspensión del pellet en MSTE
Centrifugación a 16 000g, 20 min
Corte del tejido y procesado 
con picadora eléctrica
Adición de MSTE y 
homogeneización
Ajuste de pH (7.50)
Filtrado del sobrenadante
Centrifugación a 16 000g, 15 min
Centrifugación a 1200g, 15 min
Resuspensión del pellet en MST
Conservación de la fracción mitocondrial a -20 °C
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con intervalos de 30 s. Se utilizó para ello un sonicador de punta (Branson 450), en las 
condiciones detalladas a continuación: temporizador (timer): hold; ciclo de trabajo (duty 
cycle): 20; control de salida (output control): 4. El procedimiento de sonicación se llevó a 
cabo con la muestra sumergida en un baño refrigerante compuesto de hielo, agua y 
NaCl, a fin de descender la temperatura por debajo de los 0 °C y evitar el 
sobrecalentamiento de la preparación mitocondrial durante la irradiación con ultrasonido. 
Luego de la sonicación, la suspensión se centrifugó a 15 500g durante 10 min en una 
centrífuga refrigerada (Sorvall-Instruments-Du Pont, Modelo RC5S), a fin de separar los 
fragmentos de membranas y restos mitocondriales de las partículas submitocondriales. El 
sobrenadante conteniendo las SMP se centrifugó a 140 000g durante 40 min en una 
ultracentrífuga (Beckman, Modelo Optima XL-90). El pellet compuesto por las SMP se 
resuspendió en MST y la suspensión se conservó a -80 °C hasta su utilización. El 




Figura 19. Esquema del procedimiento experimental para la obtención de partículas 
submitocondriales (SMP) de corazón bovino. 
 
 
Centrifugación a 15 500g, 10 min
Resuspensión del pellet en MST
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1.4. Obtención de membranas mitocondriales   
 Las membranas mitocondriales de corazón bovino se obtuvieron sometiendo a la 
suspensión mitocondrial, preparada conforme lo detallado en la Sección 1.2, a tres ciclos 
de congelado y descongelado. Posteriormente, se llevó a cabo la homogeneización 
mediante el pasaje de la preparación por una jeringa hipodérmica 25G (Boveris et al., 
2002).  
 
1.5. Obtención de la fracción enriquecida en complejo III 
 La obtención de la fracción enriquecida en complejo III se basó en la técnica de 
Hatefi y Rieske (1967) y Rieske (1967), con modificaciones aportadas por Cadenas y 
colaboradores (1977). El procedimiento se basa en la separación de las fracciones 
enriquecidas en las distintas proteínas mitocondriales, mediante utilización de detergente, 
precipitación selectiva por la variación en la concentración salina del medio y 
centrifugación diferencial.  
 Se partió de mitocondrias de corazón bovino aisladas según la técnica descripta en 
la Sección 1.2, las cuales se resuspendieron en buffer MST, omitiendo el agregado de 
ATP y MgCl2. La suspensión mitocondrial se conservó a -20 °C por un lapso no mayor a 
una semana, hasta ser utilizada para la obtención del complejo III aislado.  
 Las etapas para dicho objetivo se describen a continuación: 
 1) Lavado de la suspensión mitocondrial: La preparación mitocondrial se 
descongeló y diluyó con buffer MST hasta una concentración de 30 mg proteína  ml-1. 
Posteriormente, se centrifugó en una centrífuga refrigerada (Sorvall-Instruments-Du Pont, 
Modelo RC5S) a 26 900g durante 30 min. El pellet obtenido se resuspendió en un buffer 
compuesto por sacarosa 0.67 M, Tris-HCl 50 mM, histidina 1 mM, pH 8.10 (STH) y se 
determinó la concentración de proteínas. 
 2) Separación del complejo IV o citocromo oxidasa: La suspensión de mitocondrias 
lavadas obtenidas en 1) se diluyó con STH hasta alcanzar una concentración de 25 mg 
proteína  ml-1 y se determinó el volumen obtenido. A esta dilución se le agregó 
desoxicolato de potasio (solución al 10%) en una proporción de 0.3 mg  mg proteína-1 y 
72 g de KCl sólido  litro suspensión-1. La mezcla se agitó a 0 °C durante 30 min; luego, 
se centrifugó en una ultracentrífuga refrigerada (Ultracentrífuga Beckman, Modelo Optima 
XL-90) a 145 000g  durante 30 min. El sedimento verdoso, correspondiente a la fracción 
enriquecida en citocromo oxidasa (Figura 20, ampliación), se separó del sobrenadante 
rojo (Figura 20); se determinó el volumen de este último y se diluyó con 0.25 volúmenes 
de agua milliQ fría. El sobrenadante rojo diluido se sometió a una nueva centrifugación a 
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145 000g durante 30 min. Se descartó el sedimento marrón verdoso y se continuó 
trabajando con el sobrenadante. 
 
 
Figura 20. Tubo de ultracentrífuga conteniendo el sedimento marrón verdoso 
correspondiente a la fracción enriquecida en COX (ampliación). 
 
 3) Diálisis: Se midió el volumen del sobrenadante obtenido en la etapa anterior y se 
dializó contra 8 volúmenes de Tris-HCl 10 mM, pH 8.00; a 0 °C, durante 2 h. Este paso 
permite la remoción de suficiente KCl y desoxicolato como para provocar la precipitación 
de las proteínas más insolubles, fracción en la que se encuentran los complejos 
mitocondriales I, II y III. El citocromo c y otras proteínas relativamente solubles 
permanecen en solución. El dializado turbio se centrifugó a 145 000g durante 75 min. Se 
descartó el sobrenadante y el pellet rojo (Figura 21) se resuspendió en un pequeño 
volumen de STH. Esta fracción, denominada S1, se almacenó a -20 °C hasta el día 
siguiente. 
 
Figura 21. Tubo de ultracentrífuga conteniendo el sedimento rojo correspondiente a la 
fracción S1 (ampliación). 
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 4) Fraccionamiento con desoxicolato de potasio - acetato de amonio: Se 
descongeló la fracción S1 y se determinó el volumen y la concentración de proteínas, 
diluyendo la preparación con STH hasta una concentración de 10 mg proteína  ml-1. 
Posteriormente, se agregó desoxicolato de potasio (solución al 10%) en una 
concentración de 0.5 mg  mg proteína-1 y acetato de amonio (solución al 50% de 
saturación) en una proporción de 16.5 ml  100 ml-1 fracción S1. La mezcla se dejó 
reposar durante 15 min, a 0 °C, y se centrifugó a 145 000g durante 30 min. El 
sobrenadante rojizo, conteniendo los complejos mitocondriales I, II y III, se separó del 
sedimento marrón claro fuertemente empacado.  
 Se descartó el sedimento y se midió el volumen del sobrenadante, el cual se 
adicionó con 6.2 ml de acetato de amonio (solución al 50% de saturación)  100 ml-1 
suspensión. La preparación se agitó durante 15 min, a 0 °C, y luego se centrifugó a 
145 000g durante 30 min. En este paso, se obtuvo un sedimento marrón claro, poco 
empacado y sin material oscuro. Se resuspendió el pellet en el sobrenadante, se midió el 
volumen y se agregó 7.1 ml de acetato de amonio (solución al 50% de saturación)  100 
ml-1 suspensión. Nuevamente se centrifugó a 145 000g durante 30 min, obteniéndose un 
sedimento marrón claro con trazas de material oscuro (Figura 22). 
 
Figura 22. Tubo de ultracentrífuga conteniendo la suspensión rojiza, enriquecida en 
los complejos mitocondriales I, II y III; y el sedimento marrón claro con trazas de 
material oscuro, a descartar (ampliación). 
  
 Se midió el volumen del sobrenadante obtenido y se adicionaron 3.2 ml de acetato 
de amonio (solución al 50% de saturación)  100 ml-1 suspensión. La mezcla se agitó 
durante 15 min, a 0 °C, y luego se centrifugó a 145 000g durante 30 min. Se obtuvo un 
sedimento marrón rojizo (Figura 23), enriquecido en el complejo I-III mitocondrial, fracción 
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denominada R4B. El sobrenadante se utilizó en la siguiente etapa a fin de obtener la 
fracción enriquecida en complejo III. 
 
Figura 23. Tubo de ultracentrífuga conteniendo el sedimento marrón rojizo (fracción 
R4B), enriquecido en el complejo I-III.  
 
 5) Precipitación y recolección de la fracción enriquecida en complejo III: Se midió el 
volumen del sobrenadante de la fracción R4B y se adicionó acetato de amonio sólido, en 
una proporción de 450 g  litro-1 suspensión. La mezcla turbia se dejó reposar durante 
10 min, a 0 °C y luego se centrifugó a 145 000g durante 40 min. El sobrenadante claro se 
descartó y el pellet rojo (Figura 24), conteniendo el complejo III, se resuspendió en STH. 
Esta preparación se denominó fracción enriquecida en complejo III; la misma se 
caracterizó en cuanto a su contenido de citocromos b y c1 y a la actividad de 
decilubiquinol:citocromo c reductasa (Resultados 3). La suspensión se almacenó a -80 °C 
hasta su utilización. 
 
Figura 24. Tubo de ultracentrífuga conteniendo el sedimento rojo correspondiente a la 
fracción enriquecida en el complejo III. 
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2. Fuentes de óxido nítrico 
 Para estudiar los efectos de la interacción del NO con el área ubiquinona:citocromo 
b, se utilizaron tres fuentes de NO: S-nitrosoglutatión (GSNO), espermina-NONOato 
(SPER-NO) y solución de NO obtenida a partir del burbujeo de NO en agua.  
 
2.1. Síntesis de S-nitrosoglutatión 
 El S-nitrosoglutation (GSNO; Figura 15), derivado S-nitrosado del glutatión (GSH), 
es capaz de descomponerse no enzimáticamente para liberar NO. Sin embargo, no 
existe aún consenso acerca del mecanismo de descomposición del GSNO para dar NO 
(Broniowska et al., 2013; Bartberger et al., 2001; Noble et al., 1999). 
 El GSNO se sintetizó mezclando volúmenes iguales de GSH 100 mM (preparado 
en buffer KH2PO4/K2HPO4 100 mM, pH 7.40) y NaNO2 100 mM (preparado en HCl 
100 mM), a temperatura ambiente. La técnica se basa en la reacción de dismutación del 
NO2
- en medio ácido (ácido nitroso; HNO2), la cual produce NO (además de NO2 y H2O; 
Williams, 1996; Castro et al., 1994). Al mezclarse ambas soluciones, el NO producido, en 
presencia de O2, es responsable de la nitrosación del grupo tiol del GSH, generando 
GSNO. La solución obtenida, de color rosa intenso, se tituló espectrofotométricamente a 
335 nm ( = 922 M-1 cm-1; Hart, 1985); se conservó protegida de la luz, entre 0 y 4 °C; y 
se utilizó inmediatamente. A fin de evitar posibles interferencias de los productos de 
descomposición y/o modificaciones en la cinética de liberación de NO, la solución de 
GSNO no fue utilizada si el tiempo entre su síntesis y su utilización fue superior a 2 h, 
preparándose una nueva solución. 
 Cuando se decidió evaluar el efecto de los productos de descomposición del 
GSNO, la solución de GSNO se preparó 30-45 días antes a su utilización y se conservó 
sin protección de la luz, a 4 °C. Teniendo en cuenta un t1/2 = 80 h para la descomposición 
del nitrosotiol en la oscuridad (Singh RJ et al., 1996), se consideró apropiado un período 
superior a 7 vidas medias para la completa degradación del mismo.  
 
2.2. Preparación de espermina-NONOato  
 La espermina-NONOato (SPER-NO), diazocompuesto derivado de la espermina, 
de peso molecular 262.4 g  mol-1, es un dador de NO. La disociación del aducto, 
reacción pH dependiente, sigue una cinética de primer orden (t1/2 = 88 min a 30 °C, 
pH 7.40), liberando 2 moles de NO por mol de compuesto madre (Figura 16). Las 
soluciones alcalinas resultan estables y pueden almacenarse a 0 °C por un lapso de 
hasta 24 h (Maragos et al., 1991; Keefer et al., 1996; Feelisch, 1998). 
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 La preparación de la solución de SPER-NO (10 mM) se llevó a cabo pesando la 
droga sólida y disolviéndola inmediatamente en NaOH 10 mM, a fin de minimizar el 
contacto con el aire y la degradación del aducto. La concentración se confirmó 
espectrofotométricamente a 250 nm (ε = 8.0 mM-1cm-1) (Thomas et al., 2002). Una vez 
abierto, el reactivo sólido se conservó en el vial contenedor sellado, bajo atmósfera de 
N2, a -20 °C.   
 El efecto del aducto descompuesto sobre la actividad de succinato:citocromo c 
reductasa se evaluó utilizando una solución de espermina base (PM = 202.4 g  mol-1) 
10 mM, preparada en NaOH 10 mM. 
 
 
2.3. Preparación de solución de NO  
 Las soluciones de NO utilizadas en este trabajo se prepararon burbujeando NO en 
agua milliQ, bajo atmósfera de N2. 
 En primera instancia, el NO se obtuvo químicamente en el laboratorio, por 











El HNO2, inestable, se obtuvo in situ por adición de HCl 6 M sobre NaNO2 sólido. La 
reacción se llevó a cabo en un kitasato sellado con un tapón de goma. El sistema se 
mantuvo bajo un flujo constante de N2, utilizado como gas carrier. De esta forma, el NO 
generado y mezclado con el N2 se burbujeó sobre una solución de KOH 10% (a fin de 
eliminar otros óxidos de nitrógeno) y, finalmente, sobre un vial color caramelo 
conteniendo 2 ml de agua milliQ. El esquema se resume en la Figura 25.A. Previo a su 
utilización, el sistema se purgó haciendo circular N2 durante 1 a 2 h, minimizando la 













Figura 25. A. Esquema del procedimiento para la preparación de solución de NO a 
partir de NaNO2 y HCl. B. Esquema del procedimiento para la preparación de solución 
de NO a partir de una mezcla comercial de NO al 10%, balance N2 (Linde). 
 
 Por otro lado, se utilizó una mezcla comercial de NO al 10%, balance N2 (Linde), a 
fin de obtener una mayor calidad y precisión en la preparación de la solución de NO. El 
procedimiento se realizó conforme al siguiente protocolo: 2 ml de agua milliQ se 
colocaron en un vial color caramelo, el cual se cerró con un septo de goma. El mismo se 
burbujeó con N2 durante 1 h, a fin de eliminar el O2 del medio. Luego, se burbujeó NO 
durante 2-3 min (Figura 25.B). El regulador de presión (Regulador Linde HiQ, conexión 
CGA-660SS) y la conexión utilizada para el trabajo con NO gas fueron de 
politetrafluoroetileno (Teflón), material inerte resistente al ataque químico del gas; el 
sistema se mantuvo sellado con Parafilm®, a fin de evitar la entrada de O2. De todas 
formas, previo a cada utilización, las conexiones fueron purgadas mediante la apertura 
del sistema y el descarte del gas durante 30 s, a fin de eliminarse los posibles óxidos de 
nitrógeno que pudieran haberse generado por reacción del NO con el probable O2 
contenido en el volumen muerto de la conexión. 
 
 
3. Determinación de la concentración de NO en el medio de reacción 
 La [NO] obtenida a partir de las distintas fuentes de NO se estimó utilizando dos 









Solución de NO 
Mezcla NO 10% en N2
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selectivo, y la detección espectrofotométrica de metahemoglobina (metHb), producida 
como consecuencia de la reacción del NO con la oxihemoglobina (HbO2).  
 
3.1. Determinación electroquímica 
 Para la determinación electroquímica de la [NO] se utilizó un macrosensor de NO 
(ISO-NOP, World Precision Instruments; Figura 26.A). El mismo posee un diámetro de 
2 mm, un límite de detección de 1 nM y una sensibilidad de 2 pA  nM-1.   
 
 
Figura 26. A. Macrosensor de NO (ISO-NOP, WPI). B. Analizador (ISO-NO Mark II, 
WPI). C. Reacción de oxidación del NO en la superficie del electrodo. La corriente 
generada, detectada por el analizador, es proporcional a la [NO]. El ión NO+ reacciona 
con OH-, generando HNO2. 
 
 La detección electroquímica se basa en la oxidación del NO sobre un electrodo 
sólido. Dicho electrodo se dispone dentro de una manga de acero inoxidable, cerrada por 
su extremo inferior con una membrana polimérica semipermeable; la misma permite el 
intercambio de gases pero resulta impermeable a pequeñas moléculas orgánicas e iones. 
De esta forma, es posible la medición específica de NO en sistemas complejos, tales 
como las muestras biológicas. La manga de acero contiene una solución de electrolitos 
en la cual se encuentra sumergido el sensor, permitiendo el correcto contacto entre los 
electrodos de trabajo y de referencia.  
 El macrosensor ISO-NOP se conectó a un analizador (ISO-NO Mark II, WPI; Figura 
26.B) mediante el cual se lleva a cabo la polarización del electrodo y, simultáneamente, 
la medición de la corriente generada por la reacción electroquímica de dicho electrodo 
con el NO: en primera instancia, el NO cede un electrón al cátodo del electrodo, 
generando el ión NO+; este último, ácido de Lewis relativamente fuerte, en presencia de 
OH-, es convertido a NO2
- (HNO2; Figura 26.C). Aplicando y manteniendo constante una 
NO              NO+ + e-
NO+ + OH- HNO2
A B
C
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diferencia de potencial que permite la oxidación del NO (865 mV), la corriente generada 
durante la reacción resulta linealmente proporcional a la [NO]. 
 
3.1. 1. Polarización del electrodo 
 Previo a su utilización, el electrodo debe ser polarizado durante un lapso de, al 
menos, 12 h. Esto permite la estabilización de la corriente de base (entre 1000 y 8000 
pA) para la diferencia de potencial constante de 865 mV, aplicada para la oxidación del 
NO.  
 Antes de llevar a cabo la calibración (Sección 3.1.2), el sensor se sumergió en un 
vial conteniendo KI 100 mM en H2SO4 100 mM y se conectó al analizador. La solución se 
mantuvo con agitación magnética constante, protegida de la luz y a temperatura 
ambiente (25 °C), durante 24 h. El vial se tapó con un septo de goma a través del cual 
se dispuso el electrodo (Figura 27). 
 
 
Figura 27. Vial con brazo lateral utilizado para las determinaciones con el sensor 
ISO-NOP. El electrodo se dispuso a través de un septo de goma y se mantuvo 
sumergido en la solución correspondiente a la determinación experimental a 
realizarse. Los agregados se llevaron a cabo a través del brazo lateral, utilizando una 
jeringa Hamilton®. El sistema se mantuvo bajo agitación magnética constante. 
 
  El mismo protocolo de polarización se siguió para la medición de NO aportado por 
las distintas fuentes de NO (Sección 3.1.3). Sin embargo, en este caso, el sensor se 
dispuso en un vial conteniendo buffer  KH2PO4/K2HPO4 100 mM, pH 7.50. 
 En ambas condiciones, la corriente basal se estabilizó entre 3000-5000 pA. Las 
mediciones se efectuaron en el rango de corriente del analizador 10 nA. 
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3.1. 2. Calibración del electrodo 
 Con el objeto de relacionar la [NO] y el cambio en la corriente producido en el 
electrodo, se confeccionó una curva de calibración. El NO se generó químicamente 
mediante la reducción de NO2
- por I-, en medio ácido, según la siguiente reacción: 
2 NaNO2 + 2 KI + 2 H2SO4           2 NO + I2 + 2 H2O + K2SO4 + Na2SO4 (18) 
 
 Sabiendo que por cada mol de NO2
-  se genera un mol de NO (1:1; Ecuación 18), 
se agregó una cantidad conocida de NaNO2 a una solución conteniendo exceso de KI y 
H2SO4, produciéndose la reducción completa del NO2
- y generándose así una cantidad 
conocida de NO. 
 De esta forma, se agregaron distintos volúmenes de una solución de NaNO2 
100 M a una solución de KI 100 mM en H2SO4 100 mM, bajo agitación magnética 
constante. La inyección de la solución de NO2
-, a través del brazo lateral del vial (Figura 
27), se efectuó utilizando una jeringa Hamilton®, evitando la manipulación del sensor y el 
contacto con la punta sumergida del mismo. Antes de cada nueva inyección, se permitió 
la estabilización de la corriente basal. La variación en la corriente eléctrica debido a la 
reducción del NO en el cátodo del sensor se registró en el analizador. Los resultados 
obtenidos permitieron asignar una función lineal para relacionar la [NO], en M, y el 
incremento en la corriente detectada, en pA. En la Figura 28 se muestra una curva de 
calibración representativa.  
 























Figura 28. Curva de calibración del sensor ISO-NOP. En el ejemplo se muestra una 
curva representativa, cuya  pendiente resultó 1093 pA  M-1 (r2 = 0.998).  
 
 
3.1. 3. Determinación de la [NO] aportada por las fuentes de NO 
 El sensor electroquímico, inmerso en un vial conteniendo buffer KH2PO4/K2HPO4 
100 mM, pH 7.50, se polarizó por un lapso de 24 h. Posteriormente, se renovó el medio 
de reacción y, alcanzada una corriente de base estable, se expuso el electrodo a 
distintas concentraciones de GSNO (50-500 M) o SPER-NO (5-30 M).  
 Las inyecciones de los distintos volúmenes de soluciones concentradas de los 
dadores de NO, GSNO 50 mM y SPER-NO 10 mM, se efectuaron utilizando una jeringa 
Hamilton®, a través del brazo lateral del vial (Figura 27), lográndose las concentraciones 
finales ensayadas. Se detectó la corriente (en pA) en función del tiempo; la inyección de 
un nuevo volumen de solución de dador se realizó luego de transcurrido un tiempo 
suficiente como para alcanzarse una corriente estable tras el agregado previo (10 min). 
En todo momento se evitó la manipulación del sensor y el contacto con la punta 
sumergida del mismo, a fin de no provocar interferencias eléctricas.  
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 Utilizando la función lineal ajustada a los resultados de la calibración, se 
convirtieron los valores de corriente (en pA) en [NO]. De esta forma, se obtuvieron los 
perfiles de [NO] en función del tiempo para ambos compuestos, GSNO y SPER-NO. 
 Cuando se analizó la liberación de NO por GSNO y SPER-NO en presencia de 
membranas mitocondriales, las mismas se agregaron al buffer KH2PO4/K2HPO4 100 mM, 
pH 7.50, para lograr concentraciones de 0.5, 1 y 2 mg proteína  ml-1. El electrodo, sujeto 
al tapón de goma, se sumergió y se dejó estabilizar, hasta alcanzar una corriente basal 
constante. Los agregados de los dadores de NO (GSNO y SPER-NO) se realizaron tal 
cual lo descripto en el párrafo anterior. 
 La cuantificación de la [NO] en la solución de NO, obtenida por el burbujeo de NO 
gas, se efectuó introduciendo un volumen de la solución concentrada y determinando la 
corriente generada en el sensor. Mediante la utilización de la curva de calibración, y 
considerando la dilución realizada, se obtuvo la [NO], expresada en M. 
 Todas las determinaciones se llevaron a cabo bajo agitación magnética moderada y 
a temperatura ambiente (25 °C).  
 
3.2. Determinación espectrofotométrica: ensayo de oxidación de oxihemoglobina 
 El ensayo de oxidación de oxihemoglobina (HbO2) se basa en la reacción directa 
del NO con la forma ferrosa de la HbO2 (Hb-Fe(II)-O2), generando metahemoglobina 
(metHb; forma férrica: Hb-Fe(III)) y NO3
- (k = 3 x 107 M-1 s-1; Ecuación 19) (Ignarro et al., 
1987a; Murphy y Noack, 1994).   
Hb-Fe(II)-O2 + NO            Hb-Fe(III) + NO3
- (19) 
 La desaparición de la forma ferrosa, Hb-Fe(II)-O2, puede cuantificarse a partir de 
medidas espectrofotométricas, haciendo uso de los máximos de absorción en la región 
del espectro electromagnético de los 400 nm (banda Soret; 415 nm) o en la región 
comprendida entre los 500 y 600 nm (banda ; Murphy y Noack, 1994). En esta última, la 
existencia de dos máximos de absorción, a 545 y 581 nm, y dos puntos isosbésticos, a 
530 y 591 nm (Figura 29; Boveris et al., 2002), hace posible la cuantificación del NO en 
presencia de preparaciones mitocondriales, ricas en proteínas que contienen grupos 
hemos como cofactores. Además, la cercanía entre el máximo y el punto isosbéstico 
minimiza las posibles interferencias debidas a la turbidez de la muestra. La utilización de 
la banda  se optimizó por Boveris y colaboradores para la determinación de la 
producción y liberación de NO por células (Carreras et al., 1996; Valdez y Boveris, 2001), 
membranas mitocondriales (Giulivi et al., 1998; Lores Arnaiz et al., 1999; Boveris et al, 
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2002; Boveris et al., 2003) y mitocondrias intactas (Boveris et al., 2002; Boveris et al., 
2006; Valdez et al., 2006). 
 
 
Figura 29. Espectros de absorción de HbO2 en presencia de GSNO 200 M y DTT 
40 M. Los espectros se registraron cada 30 s. En la figura se señalan los máximos a 
545 y 581 nm y los puntos isosbésticos a 530 y 591 nm, correspondientes a la 
banda . Tomado de Boveris y colaboradores, 2002. 
 
 Conforme a ello, la velocidad de oxidación de la HbO2 se midió, a 25 °C, utilizando 
un espectrofotómetro con arreglo de diodos (Beckman DU 7400), determinando la 
diferencia de absorbancia entre el pico de absorción de la HbO2 a 577 nm y el punto 
isosbéstico a 591 nm. El medio de reacción consistió en buffer KH2PO4/K2HPO4 100 mM, 
pH 7.50 y HbO2 40 M (por grupo hemo). Las soluciones concentradas de GSNO 
(50 mM) y SPER-NO (10 mM), se agregaron en las proporciones necesarias para 
alcanzar las concentraciones finales deseadas (GSNO: 50-500 M; SPER-NO: 5-30 M) 
en un volumen final de cubeta de 1 ml. Las absorbancias se determinaron durante 3 min. 
Considerando el coeficiente de extinción molar ( = 11.2 mM-1 cm-1) y la estequiometría 
de la reacción Hb-Fe(II)-O2:NO (1:1), los cambios de absorbancia a 577-591 nm, 
registrados en presencia y ausencia de los dadores de NO, se expresaron como 
M NO  min-1. 
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 El mismo protocolo se realizó en presencia de membranas mitocondriales, en una 
concentración equivalente a 1 mg proteína  ml-1, a fin de evaluar la liberación de NO por 
los dadores en dicha condición experimental. 
 La reacción de oxidación de la HbO2 se utilizó también para titular la solución de 
NO preparada a partir de NO gas, conforme lo descripto en la Sección 2.3. Las 
determinaciones de absorbancia a 577-591 nm se llevaron a cabo en un medio 
compuesto por buffer HEPES 100 mM, pH 7.40 y HbO2 40 M (por grupo hemo). 
Posteriormente, se agregaron al menos tres volúmenes de solución de NO. A fin de evitar 
el contacto con el O2 del aire, se utilizó una jeringa Hamilton® con sistema gas tight. La 
[NO] se calculó teniendo en cuenta el cambio de absorbancia producido por el agregado 
de NO, el coeficiente de extinción molar y el factor de dilución (Ecuación 20). En la Figura 
30 se muestra un espectro representativo de la HbO2, en ausencia y en presencia de NO. 
 
           
                                     




A577-591; NO = absorbancia a 577 – 591 nm en presencia de NO 
A577-591; basal = absorbancia a 577 – 591 nm en ausencia de NO 
Vf = volumen final, en l  
VNO = volumen de solución de NO gas agregado, en l 
 = coeficiente de extinción molar, 11.2 mM-1 cm-1 
l = paso óptico, 1 cm 
1000 = factor de conversión mM a M 
 
 






















Figura 30. Espectros de absorbancia de HbO2 registrados en ausencia (○) o en 
presencia de NO (●), aportado por la solución preparada a partir de NO gas. 
 
 
4. Exposición de las preparaciones mitocondriales a las fuentes de NO 
 Las preparaciones mitocondriales se expusieron al NO proveniente de las tres 
fuentes utilizadas (GSNO, SPER-NO y solución de NO) en distintas condiciones 
experimentales, conforme se detalla a continuación: 
 
4.1. Exposición a S-nitrosoglutatión (GSNO) 
4.1. 1. Exposición de partículas submitocondriales a GSNO 
 Con el objeto de exponer las partículas submitocondriales (SMP) al NO liberado por 
el GSNO, se realizó la preincubación, durante 2 min, de suspensiones de SMP (1 mg 
proteína  ml-1), en presencia de dicho dador. El procedimiento se realizó en buffer MST, 
a temperatura ambiente y en ausencia de sustratos (equivalentes de reducción). Las 
concentraciones de GSNO ensayadas cubrieron el rango de 50 a 500 M.  
 Posteriormente, alícuotas de 2 a 10 l de las SMP preincubadas con el dador se 
utilizaron para determinar las actividades enzimáticas (Sección 5) y las velocidades  de 
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producción de anión superóxido (O2
-) y de peróxido de hidrógeno (H2O2) (Secciones 7.1 
y 7.2, respectivamente). Dado que la concentración remanente de GSNO en el medio de 
reacción para las determinaciones mencionadas es muy baja por la dilución (> 1:200), se 
estima que la liberación de NO durante el tiempo de medida es despreciable. 
 La preincubación de suspensiones de SMP durante 2 min, a temperatura ambiente, 
también se llevó a cabo en experimentos control (i) en ausencia de GSNO; (ii) en 
presencia de GSNO “inactivado”, en una concentración equivalente a la máxima utilizada 
de GSNO (500 M), y (iii) en presencia de Cu,Zn-SOD 0.6 M y GSNO 500 M, a fin de 
descomponer el posible O2
- generado por la muestra y evitar la formación de ONOO- 
durante la preincubación. La adición se SOD se omitió en la preincubación de aquellas 
muestras destinadas a la determinación posterior de la velocidad de producción de O2
-. 
 Las suspensiones de SMP (1 mg proteína  ml-1, en buffer MST) fueron también 
preincubadas durante 2 min con GSNO 500 M, en presencia de succinato 7 mM, previo 
a la determinación de la [UQH2] por microHPLC. Cumplido el tiempo necesario para la 
descomposición del GSNO, se diluyó la muestra en 1-propanol, finalizando la reacción y 
extrayendo la UQ (Sección 5.3.1). Durante el mismo período, se preincubaron las SMP 
en presencia de succinato, pero en ausencia de GSNO. 
 En el caso de las determinaciones de espectroscopía de resonancia paramagnética 
electrónica (Sección 5.3.2), las SMP (25-35 mg proteína  ml-1) suspendidas en buffer 
MST se expusieron a GSNO 500 M, a temperatura ambiente. En este caso, no se 
realizó dilución previa de la muestra debido a la elevada concentración de proteínas 
necesaria para el ensayo. El tiempo necesario para la descomposición del GSNO se dejó 
transcurrir in situ, en el capilar de medida, durante la realización del experimento. 
 
4.1. 2. Exposición de membranas mitocondriales a GSNO 
 Las membranas mitocondriales, obtenidas a partir de mitocondrias de corazón 
bovino (Sección 1.4), se diluyeron a una concentración de 1 mg proteína  ml-1 con buffer 
MST y se expusieron a GSNO 500 M. El procedimiento se realizó directamente en la 
cubeta de medida; en la misma se agregó succinato, en una concentración final de 7 mM, 
y se prosiguió con la obtención de los espectros de absorción para evaluar el estado de 
reducción de los citocromos (Sección 5.2). El tiempo necesario para la descomposición 
del GSNO (2 min) transcurrió in situ, durante la medición. 
 El mismo protocolo se realizó también en cubetas selladas con un septo de goma, 
en las cuales el buffer MST se burbujeó con N2, a fin de disminuir la [O2] en el medio de 
reacción. En este caso, las adiciones de muestra (membranas mitocondriales) y reactivos 
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(GSNO y succinato) se llevaron a cabo con jeringas Hamilton® con sistema gas tight, a 
través del septo de goma. 
 
4.1. 3. Exposición de mitocondrias intactas a GSNO 
 Las mitocondrias intactas de corazón de rata suspendidas en buffer MST (10 mg 
proteína  ml-1), se preincubaron durante 2 min, a temperatura ambiente, en ausencia o 
presencia de GSNO 500 M. Posteriormente, se diluyó la preparación en el medio de 
reacción (0.025-0.100 mg proteína  ml-1) y se llevó a cabo la determinación de la 
velocidad de producción de H2O2 (Sección 7.2). 
 
 
4.2. Exposición a espermina-NONOato (SPER-NO)  
4.2. 1. Exposición de partículas submitocondriales a SPER-NO 
 Las partículas submitocondriales suspendidas en buffer MST (0.01-0.03 mg 
proteína  ml-1) se expusieron a SPER-NO 2.5 a 30 M. Las soluciones de SPER-NO se 
agregaron directamente en la cubeta de medida y, posteriormente, se adicionaron los 
reactivos necesarios para las determinaciones de actividades enzimáticas (complejo II-III 
y II; Secciones 5.1.2 y 5.1.3, respectivamente). El tiempo necesario para la liberación del 
NO (2 min) transcurrió in situ, durante la medida. 
 De la misma forma, se realizaron experimentos control en ausencia del dador o en 
presencia de espermina base. 
 En el caso de las determinaciones de espectroscopía de resonancia paramagnética 
electrónica (Sección 5.3.2), las SMP suspendidas en buffer MST (25-35 mg proteína  
ml-1) se expusieron a SPER-NO 30 M, a temperatura ambiente. 
 
4.2. 2. Exposición de mitocondrias intactas a SPER-NO 
 Las mitocondrias intactas de corazón de rata suspendidas en buffer MST (10 mg 
proteína  ml-1) se preincubaron durante 2 min, a temperatura ambiente, en ausencia o 
presencia de SPER-NO 30 M. Posteriormente, se diluyó la preparación en el medio de 
reacción correspondiente (0.025-0.100 mg proteína  ml-1) y se llevó a cabo la 
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4.3. Exposición a la solución de NO  
4.3. 1. Exposición de mitocondrias intactas a la solución de NO  
 La solución de NO preparada a partir del burbujeo de NO gas se adicionó, 
utilizando una jeringa Hamilton® con sistema gas tight, en la cubeta de medida 
conteniendo la suspensión de mitocondrias intactas en buffer MST (0.025-0.100 mg 
proteína  ml-1). Luego, se agregaron los reactivos restantes y se procedió a la 
determinación de la velocidad de producción de H2O2 (Sección 7.2). 
 En las determinaciones de consumo de O2 (Sección 6.1), la adición de la solución 
NO gas se llevó a cabo directamente en la cámara de medida; la misma contenía la 
suspensión de mitocondrias intactas (0.1-0.3 mg proteína  ml-1) en presencia de 
succinato 7 mM, rotenona 1 M y ADP 0.5 mM. 
 En las determinaciones de potencial de membrana mitocondrial (Δ), la adición de 
la solución NO gas se llevó a cabo en la cubeta conteniendo la suspensión de 
mitocondrias intactas (0.1-0.3 mg proteína  ml-1) en el buffer de medida. Posteriormente 
se agregaron los reactivos para la determinación espectrofluorométrica del Δ, de 
acuerdo a lo detallado en la Sección 6.2. 
 
4.3. 2. Exposición de la fracción enriquecida en complejo III a la solución de NO  
 Con el fin de registrar los espectros de absorción para evaluar el estado de 
oxidación de los citocromos (Sección 5.2.2), la fracción enriquecida en complejo III 
suspendida en un medio compuesto por buffer KH2PO4/K2HPO4 25 mM, EDTA 100 M, 
pH 7.50, adicionado con Tween-20 0.025% V/V (0.25-1.00 mg proteína  ml-1), se expuso 
a la solución de NO, inyectándose esta última en la cubeta de medida, utilizando una 
jeringa Hamilton® gas tight.  
 En el caso de la determinación de la actividad de decilubiquinol:citocromo c 
reductasa, debido a la baja concentración de la muestra requerida para realizar el 
ensayo, se realizó una dilución previa de la fracción enriquecida en complejo III en buffer 
KH2PO4/K2HPO4 25 mM, EDTA 100 M, pH 7.50 (0.05-0.10 mg proteína  ml
-1). La 
dilución se expuso a la solución de NO e, inmediatamente, se tomó una alícuota con 
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5. Actividades enzimáticas y estado de reducción de los componentes redox 
 
5.1. Actividades de los complejos mitocondriales 
 Las actividades de los complejos mitocondriales I-III: NADH:citocromo c reductasa, 
II-III: succinato:citocromo c reductasa, II: succinato:coenzima Q reductasa y III: 
decilubiquinol:citocromo c reductasa se determinaron por espectroscopia visible. Todas 
las mediciones se realizaron en un espectrofotómetro con arreglo de diodos (Beckman 
DU 7400), a 30 °C. 
 
5.1. 1. Actividad de NADH:citocromo c reductasa (complejo I-III) 
 La determinación de la actividad del complejo I-III se llevó a cabo utilizando NADH 
como fuente de electrones y citocromo c3+ como aceptor de electrones; la presencia de 
CN-, inhibidor de la citocromo oxidasa (complejo IV), impide la reoxidación del citocromo 
reducido (Ecuación 21). De esta forma, es posible medir la [citocromo c2+] a 550-540 nm 
( = 19 mM-1 cm-1) en función del tiempo. La adición de rotenona, inhibidor específico del 
complejo I, permite cuantificar la reducción del citocromo debida a la actividad enzimática 
del complejo I-III.  
  









 Las mediciones se realizaron en un medio de reacción compuesto por buffer MST, 
NADH 0.2 mM, KCN 0.5 mM, Cu,Zn-SOD 0.6 M, citocromo c3+ 25 M y SMP (0.01-0.03 
mg proteína  ml-1) preincubadas en ausencia o presencia de GSNO (Sección 4.1.1). La 
reacción se inició mediante el agregado del citocromo c3+ y se registró la absorbancia a 
550-540 nm, durante 2 min. En paralelo, se repitió el ensayo en presencia de rotenona 
1 M. La actividad enzimática se expresó como nmol de citocromo c reducido  min-1  
mg proteína-1, considerando únicamente la pendiente sensible a rotenona y un  = 19 
mM-1 cm-1 (Margoliash y Frohwirt, 1959; Hatefi y Rieske, 1967; Valdez et al., 2011). Cabe 
señalar que la presencia de rotenona inhibe entre el 95-99% del cambio de absorbancia 
registrado en ausencia de dicho inhibidor. 
  
5.1. 2. Actividad de succinato:citocromo c reductasa (complejo II-III) 
 La actividad del complejo II-III se determinó utilizando succinato como fuente de 
electrones y citocromo c3+ como aceptor de electrones, en presencia de CN- para inhibir 
la reoxidación del citocromo c2+ (Ecuación 22). La [citocromo c2+] se midió en función del 
tiempo, a 550-540 nm ( = 19 mM-1 cm-1). La adición de antimicina, inhibidor específico 
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del complejo III, permite cuantificar la reducción del citocromo c debida a  la actividad 
enzimática del complejo II-III. 
  









 Las determinaciones se llevaron a cabo en un medio de reacción compuesto por 
buffer MST, succinato 7 mM, KCN 0.5 mM, Cu,Zn-SOD 0.6 M, citocromo c3+ 25 M y 
SMP (0.01-0.03 mg proteína  ml-1) no expuestas o expuestas a SPER-NO o espermina 
base (Sección 4.2.1), o preincubadas en ausencia o presencia de GSNO, GSNO 
“inactivado” o GSNO más Cu,Zn-SOD (Sección 4.1.1). Además, con el fin de analizar el 
efecto del NO endógeno sobre la actividad del complejo II-III, las SMP (0.01-0.03 mg 
proteína  ml-1) se preincubaron durante 3 min, a 30 °C, en presencia de L-arginina 1 mM 
o NG-monometil-L-arginina (L-NMMA) 2 mM, CaCl2 1 mM y NADPH 100 M. Luego, se 
agregaron los reactivos mencionados para la determinación de la actividad del complejo 
II-III (succinato 7 mM, KCN 0.5 mM, Cu,Zn-SOD 0.6 M y citocromo c3+ 25 M). 
 En todos los casos, la reacción se inició mediante el agregado del citocromo c3+ y 
se midió la absorbancia a 550-540 nm, durante 2 min. En paralelo, se repitió el ensayo en 
presencia de antimicina 1 M. La actividad enzimática se expresó como nmol de 
citocromo c reducido  min-1 mg proteína-1, considerando únicamente la pendiente 
sensible a antimicina y un  = 19 mM-1 cm-1 (Boveris et al., 1976; Valdez et al., 2011). La 
adición de antimicina produce una inhibición mayor al 95% del cambio de absorbancia 
registrado en ausencia de dicho inhibidor. 
 
 
5.1. 3. Actividad de succinato:coenzima Q reductasa (complejo II) 
 La actividad del complejo II se determinó a través de la reducción del aceptor de 
electrones exógeno 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP). En este caso, se utilizó succinato 
como dador de electrones y se adicionó decilubiquinona (2,3-dimetoxy-5-metil-n-decil-
1,4-benzoquinona) como aceptor intermediario de electrones (Ecuación 23a). El 
decilubiquinol, así como el ubiquinol endógeno, son finalmente oxidados por el DCPIP 
(Ecuación 23b); la reducción del DCPIP se siguió a 600 nm ( = 21 mM-1 cm-1). La adición 
de rotenona y de antimicina inhibe las actividades de los complejos I y III, haciendo 
posible la determinación del segmento succinato-coenzima Q de la cadena respiratoria 
mitocondrial. La utilización de malonato, inhibidor de la succinato deshidrogenasa, 
permite evaluar la actividad específica. 
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 succinato + DQ  fumarato + DQH2 (23a) 
 DQH2 + DCPIP ox  DQ + DCPIP red (23b) 
 
 Las mediciones se realizaron en un medio compuesto por buffer MST, succinato 
16 mM, KCN 0.5 mM, Cu,Zn-SOD 0.6 M, rotenona 1.5 M, antimicina 1.5 M, 
DCPIP 100 M, decilubiquinona 50 M y SMP (0.01-0.03 mg proteína  ml-1) no 
expuestas o expuestas a SPER-NO (Sección 4.2.1), o preincubadas en ausencia o 
presencia de GSNO (Sección 4.1.1). La reacción se inició por el agregado de la 
decilubiquinona y se registró la absorbancia a 600 nm, durante 2 min. En paralelo, se 
repitió el ensayo en presencia de malonato 10 mM. La actividad enzimática se expresó 
como nmol de DCPIP reducido  min-1  mg proteína-1, considerando únicamente la 
pendiente sensible a malonato y un  = 21 mM-1 cm-1 (Arrigoni y Singer, 1962; Boveris et 
al., 1976; Spinazzi et al., 2012). 
 
 Cabe mencionar que las determinaciones de las actividades de los complejos I-III, 
II-III y II se llevaron a cabo en presencia de Cu,Zn-SOD 0.6 M, dado que en las SMP no 
se detectó actividad de SOD. La concentración de la enzima utilizada en los ensayos es 
lo suficientemente alta como para descomponer el O2
●- que pudiera generarse durante 
las mediciones.  
 
5.1. 4. Actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa (complejo III) 
 La actividad del complejo III se ensayó utilizando decilubiquinol (2,3-dimetoxy-5-
metil-n-decil-1,4-benzoquinol) y citocromo c3+ como dador y aceptor de electrones, 
respectivamente; la presencia de CN- inhibe la reoxidación del citocromo c2+ por la 
citocromo oxidasa (Ecuación 24). La [citocromo c2+] se midió en función del tiempo, a 
550-540 nm ( = 19 mM-1 cm-1). La adición de antimicina, inhibidor específico del 
complejo III, permite evaluar la actividad enzimática correspondiente a dicho complejo. 
  











 Las determinaciones se llevaron a cabo en un medio de reacción compuesto por 
buffer KH2PO4/K2HPO4 25 mM, EDTA 100 M, pH 7.50; adicionado con Tween-20 
0.025% V/V, decilubiquinol 100 M, KCN 0.5 mM, citocromo c3+ 75 M y fracción 
enriquecida en complejo III (0.1-1.0 g proteína  ml-1) no expuesta o expuesta a solución 
de NO (Sección 4.3.2). La reacción se inició mediante el agregado del decilubiquinol y se 
midió la absorbancia a 550-540 nm, durante 2 min. En paralelo, se repitió el ensayo en 
presencia de antimicina 10 g  ml-1. La actividad enzimática se expresó como mol de 
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citocromo c reducido  min-1  mg proteína-1, considerando únicamente la pendiente 
sensible a antimicina y un  = 19 mM-1 cm-1 (Rieske, 1967; Degli Esposti y Lenaz, 1982; 
Degli Esposti et al., 1996; Spinazzi et al., 2012). 
 
 Preparación de decilubiquinol 
 La reducción de la decilubiquinona para obtener decilubiquinol, sustrato exógeno 
dador de electrones para el complejo III mitocondrial, se llevó a cabo al reaccionar la 













Figura 31. Reacción de reducción de decilubiquinona para dar decilubiquinol  
 
 La solución concentrada de decilubiquinona (100 mM en etanol) se conservó a 
-20 °C hasta su utilización. Al momento de la reducción, se diluyó en etanol absoluto 
hasta una concentración de 10 mM. Así, 250 l de una solución etanólica de 
decilubiquinona 10 mM se dispusieron en un tubo eppendorf y se adicionó una punta de 
espátula de NaBH4 y 5 l de HCl 0.1 M. La mezcla se agitó en vortex durante 3 – 4 min, 
hasta que la solución naranja-amarillenta se tornó incolora; sucesivas alícuotas de 5 l de 
HCl 0.1 M se agregaron hasta la completa desaparición del color. Posteriormente, la 
mezcla se centrífugo a 10 000g durante 2 min en una centrífuga refrigerada para tubos 
eppendorf (Centrifuga Eppendorf, 5415R), a fin de separar la solución de decilubiquinol 
de los cristales de NaBH4 que no reaccionaron. El sobrenadante se transfirió a un nuevo 
tubo eppendorf y se adicionaron 5 l de HCl 3 M (pH 2) para favorecer la conservación 
del decilubiquinol. Asimismo, el tubo se tapó con un septo de goma y se burbujeó con N2, 
con el objeto de minimizar la autoxidación. La solución obtenida se conservó a -20 °C, 
protegida de la luz. Todas las operaciones se realizaron entre 0 y 2 °C. El método se 
adaptó de Spinazzi y colaboradores (2012). 
 La Figura 32 muestra los espectros de absorción obtenidos para las formas oxidada 
y reducida de la decilubiquinona. La concentración de la solución de decilubiquinol se 
determinó espectrofotométricamente, utilizando el máximo de absorción a  = 288 nm 
(288-320 nm) y un  = 4.14 mM-1 cm-1 (Fisher et al., 2004). 
























Figura 32. Espectros de absorción decilubiquinona (●) y decilubiquinol (○). 
 
 
5.2. Estado de reducción de los citocromos  
 Los cambios en el estado de oxidación del átomo de Fe hemínico presente en los 
citocromos se pueden detectar espectrofotométricamente, debido a las modificaciones en 
el espectro de absorción. En las mitocondrias coexisten tres tipos de citocromos: a, b y c 
(Figura 3), diferenciables por sus máximos de absorción en la región visible (400 – 700 
nm). Así, en estado reducido (Fe2+) se observa un máximo de absorción a 552-556 nm 
correspondiente a los citocromos bH y bL, contenidos en el complejo III; un máximo a 550 
nm correspondiente al citocromo c, proteína móvil que transfiere electrones entre los 
complejos III y IV, y al c1, contenido en el complejo III; y un máximo a 605 nm 
correspondiente al citocromo aa3, componente de la citocromo oxidasa. Los máximos 
mencionados corresponden a la banda  de absorción de los citocromos mitocondriales 
(Tzagoloff, 1982; Nelson y Cox, 2005).  
 En presencia de O2 y sustratos dadores de electrones, la utilización de inhibidores 
de la transferencia de electrones, permite visualizar el sitio de bloqueo: aquellos 
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citocromos que se encuentren del lado del sustrato, previos al sitio de inhibición, se 
acumularán en estado reducido; por el contrario, aquellos que se ubiquen posterior al 
sitio de inhibición, del lado del O2, se encontrarán oxidados. En el primer caso, se 
observará el máximo en el espectro de absorción; en caso de hallarse oxidados, 
desaparecerá el pico de absorción. La altura del pico de absorción es proporcional a la 
cantidad de citocromo en estado reducido, y se utiliza para su cuantificación.   
 
5.2. 1. Estado de reducción de los citocromos en membranas mitocondriales 
 El estado de reducción de los citocromos se evaluó utilizando membranas 
mitocondriales de corazón bovino suspendidas en buffer MST (1 mg proteína  ml-1), en 
presencia de succinato 7 mM. Los espectros de absorción se obtuvieron entre 500 y 650 
nm utilizando un espectrofotómetro con arreglo de diodos (Beckman DU 7400), a 30 °C. 
En esta situación experimental, se estudió el efecto del agregado de KCN 1 mM, 
antimicina 1.5 M y/o GSNO 500 M, en condiciones atmosféricas normales ([O2] =  
220 M). El efecto del GSNO se evaluó también a [O2] =  30 M. Para ello, una cubeta 
conteniendo 950 l de buffer MST se tapó con un septo de goma y se burbujeó con N2 
durante 5-10 min, a fin de eliminar el O2 del medio. Posteriormente, a través del septo de 
goma, se inyectó la suspensión de membranas mitocondriales, el GSNO y el succinato, 
registrándose el espectro de absorción. 
 A fin de expresar el contenido de citocromos en estado reducido como porcentaje 
del contenido total, se consideró como 100% de reducción el estado de reducción de los 
citocromos obtenido luego del agregado de ditionito de sodio (Na2S2O4). El blanco de 
reacción se realizó en presencia de membranas mitocondriales expuestas al O2 
atmosférico y en ausencia de equivalentes de reducción, i.e. succinato; en estas 
condiciones, los citocromos se encuentran en estado oxidado. 
 
5.2. 2. Estado de reducción de los citocromos en la fracción enriquecida en 
complejo III 
 Se estudió el efecto del NO sobre el estado de reducción de los citocromos bH, bL y 
c1, presentes en la fracción enriquecida en complejo III, utilizando un medio compuesto 
por buffer KH2PO4/K2HPO4 25 mM, EDTA 100 M, pH 7.50, adicionado con Tween-20 
0.025% V/V, y en ausencia de equivalentes de reducción. Para ello, se registró el 
espectro de absorción entre 500 y 650 nm de la suspensión del complejo III aislado 
(0.25-1.00 mg proteína  ml-1), situación experimental que se corresponde con el estado 
de máxima oxidación de los citocromos. Posteriormente, se adicionó la solución de NO 
(0.5-1.0 M; Sección 4.3.2) y se registró nuevamente el espectro de absorción. 
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Finalmente, se adicionaron unos cristales de Na2S2O4 y se obtuvo el espectro 
correspondiente al 100% de reducción de los citocromos. Todos los espectros de 
absorción se registraron utilizando un espectrofotómetro con arreglo de diodos (Beckman 
DU 7400), a 25 °C. La diferencia entre los espectros obtenidos en presencia de NO y/o 
Na2S2O4 con el obtenido en estado oxidado permitió el análisis cuali y cuantitativo de los 
citocromos reducidos en cada situación experimental.  
 La cuantificación del contenido de citocromos c1 y b en la fracción enriquecida en 
complejo III se llevó a cabo teniendo en cuenta los valores de absorbancia a 550-540 nm 
( = 19 mM-1 cm-1), para el citocromo c1, y 562-575 nm ( = 20 mM
-1 cm-1), para los 
citocromos b. Dichos valores de absorbancia se tomaron de los espectros diferenciales 
reducido (agregado de Na2S2O4) menos oxidado. Los resultados se expresaron en nmol 
citocromo  mg proteína-1 
 
 
5.3. Determinación de ubiquinol y ubisemiquinona 
5.3. 1. Determinación de la concentración de ubiquinol en SMP  
 La determinación de la [UQH2] en las SMP se realizó por microcromatografía 
líquida de alto rendimiento (microHPLC; Contín et al., 2015). La técnica se basa en la 
cuantificación de la UQ presente en la muestra y la UQ total; por diferencia se obtiene el 
porcentaje de UQH2 en cada condición ensayada. 
 Los experimentos se llevaron a cabo en un equipo de HPLC (Thermo Scientific) 
provisto de: bomba cuaternaria (P4000), controlador de temperatura, desgasificador de 
vacío (SCM 1000), detector UV dual (UV2000) e inyector automático (AS3000). Se utilizó 
una microcolumna Xterra (50 mm  2.1 mm d.i., tamaño de partícula: 3.5 m) con una 
guarda columna Xterra (10 mm  2.1 mm d.i., tamaño de partícula: 3.5 m). 
 Las SMP suspendidas en buffer MST (1 mg proteína  ml-1) se adicionaron con 
succinato 7 mM como fuente de electrones y la suspensión se preincubó durante 2 min, 
en ausencia (control) o en presencia de mixotiazol 1 M, antimicina 1 M o GSNO 
500 M. Luego, se tomó una alícuota de 50 l de las distintas suspensiones de SMP y se 
mezcló con 100 l de 1-propanol, se agitó en vortex por 1 min y se centrifugó a 2000g 
durante 3 min. El agregado de 1-propanol produce la precipitación de proteínas y permite 
la extracción de la UQ en ausencia de interferentes. Paralelamente, otra alícuota de 50 l 
de las mismas suspensiones de SMP se adicionó con 25 l de benzoquinona (4 mg  ml-1 
en 1-propanol); la mezcla se dejó reposar en oscuridad durante 5 min, a fin de promover 
Materiales y Métodos 
68 
 
la oxidación total de la UQ presente en la muestra, y posteriormente se adicionó con 
75 l de 1-propanol.  
 Finalmente, ambas preparaciones (no expuesta y expuesta a benzoquinona) se 
centrifugaron a 9000g durante 10 min y los sobrenadantes obtenidos se dispusieron para 
su inyección en el equipo de HPLC. Las condiciones cromatográficas utilizadas fueron las 
siguientes: volumen de inyección, 10 l; temperatura de la columna, 30 °C; fase móvil 
isocrática de metanol 10%; velocidad de flujo, 0.4 ml  min-1. La detección UV se realizó 
a 275 nm. Se realizaron controles utilizando una solución etanólica estándar de UQ (1 g 
 ml-1). Se utilizó el programa ChromQuest Chromatography Data System para el análisis 
de los cromatogramas. 
 Todas las soluciones se prepararon con H2O milliQ y reactivos calidad HPLC, se 
filtraron a través de una membrana de nylon de 0.45 m y se desgasearon previo a su 
utilización. 
 
5.2. 2.  Detección de ubisemiquinona por Resonancia Paramagnética Electrónica  
 La espectroscopia de resonancia paramagnética electrónica (Electronic 
Paramagnetic Resonance, EPR) permite la detección de especies con electrones 
desapareados. Cada electrón desapareado presenta un momento magnético neto capaz 
de interaccionar con un campo magnético externo (B0). Existe un estado de mínima 
energía, correspondiente a la alineación del momento del electrón () a favor de B0, y un 
estado de máxima energía, cuando la alineación de  es opuesta a B0 (Figura 33.A). Los 
dos estados se definen de acuerdo a la proyección del espín electrónico: el estado 
paralelo, de mínima energía, se designa con ms = -1/2 y el estado antiparalelo, de 
máxima energía, con ms = +1/2 (Berliner y Reuben, 2006). 
 La diferencia de energía entre los estados puede calcularse según:   
            (25) 
Siendo: 
 
h = constante de Plank, 6.63  10-34 J s 
 = frecuencia de la radiación electromagnética, en s-1 (Hz) 
g = factor g, 2.0023 para el electrón libre 
   = magnetón de Bohr, unidad natural del momento magnético 
electrónico, 9.27  10-28 J G-1 
B0 = campo magnético externo, en G 
 
 




Figura 33.A. Esquema de la orientación del momento del electrón () a favor o en 
contra del campo magnético externo (B0). B. Absorción de energía en función de B0. 
La condición de resonancia coincide con el máximo de absorción. El espectro de EPR 
se muestra como la primera derivada de la intensidad de absorción en función de B0. 
  
Así, es posible determinar la diferencia de energía requerida para la transición de 
espín, aplicando una frecuencia de microondas constante (en banda X, 9.75 GHz) y 
escaneando el campo magnético externo. De esta forma, se observa un pico de 
absorción cuando el campo magnético sintoniza con los estados de espín y la diferencia 
de energía entre dichos estados se corresponde con la energía de la radiación (Figura 
33.B), determinándose el campo magnético de resonancia. Los espectros de EPR se 
muestran como la primera derivada de la intensidad de absorción en función del campo 
magnético aplicado. De acuerdo a la Ecuación 25, puede calcularse el factor g, 
característico de la especie paramagnética en estudio.  
 
 Los espectros de EPR se registraron en un espectrómetro Bruker EMX 080 (Bruker 
Analytik GmbH, Rheinstetten, Alemania) equipado con una cavidad de microondas TM 
8810, a temperatura ambiente. Se utilizó una frecuencia de microondas de 9.80 GHz 
(Banda X) y una modulación de frecuencia de 100 kHz (Davies et al., 1982; Poderoso et 
al., 1999a). Las muestras se dispusieron en pipetas Pasteur selladas en la base. 
 A fin de identificar la señal de EPR correspondiente a la ubisemiquinona (UQH)  y 
optimizar los parámetros instrumentales para su detección, se utilizó el análogo 
durosemiquinona como estándar. La durosemiquinona se generó in vitro mediante la 
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de la duroquinona (solución acuosa 1 mM) con exceso de NaBH4. El medio de reacción 
se compuso por buffer KH2PO4/K2HPO4 100 mM, pH 7.50, duroquinol 85 M y GSNO 
7.5 mM (Poderoso et al., 1999a). 
 Para la detección de UQH en las SMP, los espectros de EPR se registraron en las 
siguientes condiciones experimentales: buffer MST, SMP (25-35 mg proteína  ml-1), 
succinato 175 mM, en ausencia o presencia de antimicina (1 nmol  mg proteína-1), 
mixotiazol (1 nmol  mg proteína-1), KCN 1 mM, GSNO 500 M, GSH 500 M o 
SPER-NO 30 M.  
 Con el objeto de analizar la participación de enzimas en la formación de UQH, las 
muestras biológicas se sometieron a desnaturalización proteica por calor. Para ello, las 
SMP se incubaron en un baño de agua hirviendo durante 1-2 min; posteriormente, se 
llevó a cabo la homogeneización mediante el pasaje de la preparación por una jeringa 
hipodérmica 25G y se procedió a la detección en el espectrómetro de acuerdo a lo 
mencionado anteriormente. 
 
5.4. Detección de complejo mononitrosil-Fe por Resonancia Paramagnética 
Electrónica  
 Con el fin de conocer si el cluster Fe-S de la proteína de Rieske y el NO forman un 
complejo mononitrosil-Fe, se evaluó la formación del aducto por EPR, utilizando el 
sistema MGD:Fe (MGD2-Fe
2+; N-Metil-D-glucamina ditiocarbamato de hierro (II)) como 
estándar. El NO se une al Fe2+ contenido en el complejo MGD:Fe formando el aducto 
mononitrosil-Fe, detectable por EPR a temperatura ambiente, con una señal 
característica centrada en g = 2.03 (Kalyanaraman, 1996; Simontacchi et al., 2012). 
 Los espectros de EPR se registraron en un espectrómetro Bruker EMX 080 (Bruker 
Analytik GmbH, Rheinstetten, Alemania) equipado con una cavidad de microondas TM 
8810, a temperatura ambiente. Se utilizó una frecuencia de microondas de 9.80 GHz 
(Banda X) y una modulación de frecuencia de 50 kHz. Las muestras se dispusieron en 
pipetas Pasteur selladas en la base. 
 El complejo MGD:Fe se preparó mezclando 100 l de MGD 10 mM (preparado en 
buffer KH2PO4/K2HPO4 100 mM, pH 7.40) y 10 l de FeSO4 10 mM (preparado en HCl 
10 mM), a temperatura ambiente. La solución, de color marrón, se conservó protegida de 
la luz, entre 0 y 4 °C, y se utilizó inmediatamente. El aducto mononitrosil-Fe se generó 
adicionando GSNO 500 M y los espectros se registraron con los siguientes parámetros 
instrumentales: potencia de microonda 20 mW, amplitud de modulación 6 G, constante 
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de tiempo 327.68 ms, ancho de campo 200 G, 4 escaneos, temperatura ambiente 
(Kalyanaraman, 1996; Simontacchi et al., 2012). 
 La detección del complejo mononitrosil-Fe en las muestras biológicas de interés, a 
saber, SMP y fracción enriquecida en complejo III, se realizó según las siguientes 
condiciones experimentales: buffer MST, SMP (25-35 mg proteína  ml-1) o fracción 
enriquecida en complejo III (15-20 mg proteína  ml-1), en presencia de GSNO 500 M. 
Para el análisis de las muestras biológicas se conservaron los parámetros instrumentales 
utilizados para la detección del aducto sintético. 
 
 
6. Funcionalidad mitocondrial 
  
6.1. Determinación del consumo de O2 mitocondrial 
 El consumo de O2 por mitocondrias de corazón de rata se determinó utilizando un 
electrodo tipo Clark (Oxígrafo Hansatech, Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, Inglaterra), 
en una cámara de 1 ml, a 30°C. El medio de reacción, en condiciones atmosféricas 
normales ([O2] = 220 M), se compuso de manitol 230 mM, sacarosa 70 mM, Tris-HCl 
20 mM, EDTA 1 mM, KH2PO4/K2HPO4 5 mM, Cl2Mg 2 mM, pH 7.40. Las mitocondrias 
suspendidas en el medio de reacción (0.1-0.3 mg proteína  ml-1) se adicionaron con 
succinato 7 mM (sustrato del complejo II) y rotenona 1 M, a fin de evitar el flujo reverso 
de electrones hacia el complejo I. Dichas condiciones corresponden al estado 4, o de 
respiración pasiva. La respiración activa, o estado 3, se estableció por el agregado de 
ADP 0.5 mM. El efecto del NO sobre el consumo de O2 se evaluó adicionando una 
solución del gas sobre las mitocondrias respirando en estado 3; asimismo, se ensayó el 
agregado de HbO2 40 M (por grupo hemo), a fin de atrapar el NO. Las velocidades de 
respiración se expresaron como ng-átomo O  min-1  mg proteína-1 (Boveris et al., 
1999a). 
 
6.2. Determinación del potencial de membrana mitocondrial 
 El potencial de membrana mitocondrial (Δ) se determinó utilizando una sonda 
catiónica fluorescente, la rodamina-123 (Rho-123) o cloruro de 3,6-diamino-9-(2-(metoxi-
carbonil) fenil) xantina (Figura 34; Emaus et al., 1986). La técnica se fundamenta en la 
distribución electroforética de la Rho-123 hacia la matriz mitocondrial a causa del 
potencial eléctrico que existe a través de la membrana interna mitocondrial. Debido a que 
la Rho-123 posee carga positiva y la matriz mitocondrial posee carga negativa, se 
produce la acumulación de dicha sonda en la matriz. Además, la distribución de la sonda 
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depende de la solubilidad de la Rho-123 en el espacio acuoso de la matriz mitocondrial y 
en los lípidos de la membrana interna (Baracca et al., 2003).  
 
 
Figura 34. Estructura molecular de la sonda rodamina-123 
 
Las determinaciones de fluorescencia (exc-em = 503-527 nm) se llevaron a cabo en 
un espectrofluorómetro Hitachi F-3010, a 30 °C. La Rho-123 se disolvió en etanol y se 
determinó la concentración, espectrofotométricamente, a 507 nm ( = 101 mM-1 cm-1; 
Emaus et al., 1986; Valdez et al., 2006). Se construyó una curva de calibración para 
relacionar la intensidad de fluorescencia con la concentración de la sonda. 
En primer lugar, previo a la adición de la suspensión mitocondrial, se determinó la 
fluorescencia del medio conteniendo sacarosa 150 mM, MgCl2 2 mM, KH2PO4/K2HPO4 
5 mM, HEPES-KOH 30 mM, pH 7.20 y Rho-123 0.1 M. Esta medida permite conocer la 
concentración total de la sonda ([Rho-123]total, en nmol  l
-1). Las mitocondrias 
acopladas, expuestas o no expuestas a NO 0.5 M, se agregaron al medio de reacción, 
en una concentración de 0.1-0.3 mg proteína  ml-1. A fin de establecer los estados 
metabólicos mitocondriales de respiración pasiva (estado 4) y activa (estado 3), se 
adicionó succinato 7 mM y ADP 0.5 mM, respectivamente. Asimismo, la hiperpolarización 
o despolarización de las mitocondrias se controlaron mediante el agregado de 
oligomicina 1 M o m-CCCP 1 M, respectivamente. Las intensidades de fluorescencia 
se determinaron luego de alcanzado el equilibrio de distribución de la Rho-123 en cada 
condición experimental ensayada. Posteriormente, la suspensión se centrifugó a 
15 000g, durante 30 s, en una centrífuga refrigerada para tubos eppendorf (Centrifuga 
Eppendorf, 5415R), y se midió la fluorescencia del sobrenadante para obtener la 
concentración de Rho-123 remanente en el medio ([Rho-123]out, en nmol  l
-1); por 
diferencia, se obtuvo la [Rho-123] incorporada en las mitocondrias ([Rho-123]mit, en nmol 
 mg proteína-1). La [Rho-123] libre en la matriz ([Rho-123]in, en nmol  l
-1) se calculó a 
partir de la ecuación:  
[Rho-123]mit = Ki [Rho-123]in + Ko [Rho-123]out (26) 
teniendo en cuenta los coeficientes de partición Ki (26 l  mg-1) y Ko (120 l  mg-1), a 
30 °C, reportados por Scaduto y Grotyohann (1999).  
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Finalmente, el potencial de membrana mitocondrial (negativo en el interior) se 
calculó aplicando la ecuación de Nernst-Guggenheim:    
 = 59 log ([Rho-123]in/[Rho-123]out) (27) 
 
  
7. Velocidades de producción de anión superóxido y de peróxido de hidrógeno 
 El efecto de la interacción del NO con el complejo III sobre la generación de 
especies reactivas del oxígeno se evaluó en SMP y mitocondrias intactas. En las SMP 
expuestas a distintas [NO], se determinaron las velocidades de producción de anión 
superóxido (O2
●-) y peróxido de hidrógeno (H2O2). En mitocondrias intactas, sólo es 
posible la medición de la velocidad de producción de H2O2, que difunde a través de las 
membranas.  
 Dado que el interés se centró en la producción de O2
●- y H2O2 por el complejo III, se 
utilizó succinato como fuente de electrones, evaluando el segmento 
succinato:citocromo b de la cadena respiratoria mitocondrial. Cuando se utilizaron 
mitocondrias acopladas, capaces de establecer una fuerza protón motriz y, a expensas 
de ésta, el flujo reverso de electrones desde el ubiquinol generado en la succinato 
deshidrogenasa hacia el complejo I (Chance y Hollunger, 1961; Hinkle et al, 1967), se 
utilizó rotenona (inhibidor del complejo I) a fin de evitar la reducción de la flavina 
mononucleótido de la NADH deshidrogenasa. De esta forma, se inhibe el posible aporte 
de O2
●- por el complejo I debido al flujo reverso de electrones. Con el objeto de maximizar 
las producciones de O2
●- y de H2O2 se utilizó antimicina, inhibidor clásico del complejo III 
(Boveris y Cadenas, 1975; Boveris et al., 1976). 
 
7.1. Velocidad de producción de anión superóxido 
 El O2
●- es capaz de reducir al citocromo c3+ generando citocromo c2+ (Ecuación 28), 
reacción que puede seguirse espectrofotométricamente. La velocidad de producción de 
O2
●- se determinó como la fracción de la reducción del citocromo c3+ parcialmente 
acetilado sensible a la inhibición por SOD (Azzi et al., 1975; Turrens y Boveris, 1980). La 
acetilación de residuos de lisina del citocromo c impide su utilización por las 
oxidorreductasas mitocondriales, principalmente la citocromo oxidasa, aumentando la 
especificidad de la reacción con el O2
●- (k = 106 M-1 s-1; Azzi et al., 1975). 
 
 O2
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 La reducción del citocromo c3+ parcialmente acetilado se monitoreó en un 
espectrofotómetro con arreglo de diodos (Beckman DU 7400) a 550-540 nm ( = 19 mM-1 
cm-1), a 30 °C. El medio de reacción se compuso de buffer MST, succinato 7 mM, 
catalasa 0.1 M, citocromo c3+ parcialmente acetilado 15 M y SMP (0.05-0.20 mg 
proteína  ml-1) preincubadas en ausencia o presencia de GSNO (Sección 4.1.1). La 
medición se inició tras el agregado del citocromo c3+ parcialmente acetilado. El ensayo se 
repitió en presencia de Cu,Zn-SOD 0.6 M y la pendiente registrada se descontó a la 
obtenida en ausencia de dicha enzima. La fracción inhibida por el agregado de SOD 
corresponde a la reducción del citocromo c3+ debida a la generación de O2
●-.  
 A fin de evaluar la máxima velocidad de producción, se llevaron a cabo 
experimentos con agregado de antimicina 1 M. Los resultados se expresaron como 
nmol de O2
●-  min-1  mg proteína-1. 
 
7.2. Velocidad de producción de peróxido de hidrógeno 
 La velocidad de producción de H2O2 se determinó mediante el ensayo de la 
escopoletina-peroxidasa de rábano picante (horseradish peroxidase, HRP; Boveris, 
1984). El mismo se basa en la oxidación de la escopoletina por el H2O2, catalizada por la 
enzima HRP (Figura 35). La escopoletina es un compuesto fluorescente en su forma 
reducida (EH2), característica que no posee la forma oxidada (E). De esta forma, es 
posible cuantificar la producción de H2O2 midiendo la disminución de la fluorescencia de 




Figura 35. Reacción entre el H2O2 y la escopoletina, catalizada por la enzima HRP. 
  
 La reacción se siguió espectrofluorométricamente a ex = 365 nm - em = 450 nm en 
un espectrofluorómetro Hitachi F-3010, a 30 °C. El medio de reacción consistió en buffer 
MST, succinato 7 mM, Cu,Zn-SOD 0.6 M, HRP 1 M, escopoletina 1 M y SMP (0.05-
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0.20 mg proteína  ml-1) o mitocondrias acopladas (0.05-0.10 mg proteína  ml-1), sin o 
con el agregado de catalasa 10 M.  
 Tal como se mencionó previamente (Sección 4.1.1), la suspensión de SMP (1 mg 
proteína  ml-1) se preincubó, durante 2 min, en ausencia o presencia de GSNO 
(50-500 M) y una alícuota de esta suspensión se adicionó al medio de reacción para la 
determinación de H2O2.  
 De forma similar, las mitocondrias acopladas de corazón de rata (10 mg proteína 
 ml-1) se preincubaron 2 min en ausencia o presencia de GSNO (500 M) o SPER-NO 
(30 M) (Secciones 4.1.3 y 4.2.2, respectivamente) y luego se agregaron al medio de 
reacción para la determinación de H2O2. En este último caso, al tratarse de mitocondrias 
acopladas, el medio de reacción se adicionó con rotenona 1 M, a fin de inhibir la 
producción de H2O2 por el complejo I mitocondrial debida al flujo reverso de electrones. 
En ambas preparaciones, se evaluó la máxima generación de H2O2 por el complejo III 
mediante la adición de antimicina 1 M en el medio de reacción. 
 Con el objeto de expresar los cambios de fluorescencia como nmol de 
H2O2  min
-1  mg proteína-1, se realizó una curva de calibración utilizando H2O2 (0.05-
0.35 M). Solamente los cambios de fluorescencia sensibles a la adición de catalasa 
fueron considerados para calcular la velocidad de producción de H2O2. 
 
 
8. Otras determinaciones  
 
8.1.  Determinación de la concentración de proteínas  
 La concentración de proteínas se determinó según el método espectrofotométrico 
de Lowry y colaboradores (1951). El mismo se basa en el desarrollo de color a 625 nm, 
por reacción de las proteínas de las muestras con Cu2+, en medio alcalino y en presencia 
del reactivo fosfomolíbdico-fosfotúngstico (Folin®). Se agregaron 5 a 10 l de la muestra 
a determinar a 2.8 ml de un medio conteniendo Na2CO3 1.4%, NaOH 0.07 N, CuSO4 
0.007% y tartrato de Na y K 0.014%. Se mezcló durante 5 s y se incubó por 10 min a 
temperatura ambiente. Luego, se agregaron 0.2 ml de reactivo de Folin® y se dejó actuar 
durante 30 min. Una vez desarrollado el color, se determinó la absorbancia a 625 nm en 
un espectrofotómetro con arreglo de diodos (Beckman DU 7400). Con el objeto de 
expresar los resultados como mg proteína  ml-1, se realizó una curva de calibración 
utilizando BSA (1 mg  ml-1) como proteína estándar.  
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8.2. Modelos matemáticos  
 Los modelos matemáticos utilizados para calcular las [NO] en el medio de reacción 
aportadas por los dadores GSNO y SPER-NO (Anexos I y II, respectivamente) se 
ajustaron utilizando la función Solver, en Excel (Kemmer y Keller, 2010).  
 Los modelos cinéticos del complejo III mitocondrial y del metabolismo de especies 
reactivas del oxígeno y del nitrógeno en la mitocondria (Anexos III y IV, respectivamente) 
se resolvieron utilizando el software COPASI (CopasiUI 4.8.35, COPASI Development 
Team) (Alves et al., 2006; Hoops et al., 2006; COPASI User Guide, 2010). 
 
8.3. Análisis estadístico 
 Los resultados se expresaron como media ± error estándar de la media (  ± ESM) 
de, como mínimo, 4 a 6 experimentos independientes. Para analizar la significancia de 
las diferencias entre determinaciones apareadas se utilizó el test de Dunnet. Los niveles 
de probabilidad 0.01 o 0.05 (p < 0.01 o p < 0.05) fueron tomados como criterio de 
significancia biológica. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software 
GraphPad Instat 4 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).  
 
8.4. Reactivos utilizados 
 Los reactivos 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP), acetato de amonio, ADP, 
antimicina, ATP, benzoquinona, CaCl2, catalasa (C40, de hígado bovino), citocromo c
3+, 
citocromo c3+ parcialmente acetilado, Cu-Zn superóxido dismutasa (Cu,Zn-SOD: S7571, 
de eritrocitos bovinos), decilubiquinona, desoxicolato de potasio, duroquinona, EGTA, 
escopoletina, espermina-NONOato (SPER-NO), Folin®, glucosa, glutatión (GSH), H2O2, 
hemoglobina A0-ferrosa (HbO2), HEPES, histidina, KH2PO4, K2HPO4, KCl, KCN, KI, KOH, 
L-arginina, malonato, manitol, m-CCCP, MgCl2, mixotiazol, Na2S2O4, NaBH4, NaCl, 
NADH, NADPH, NaHCO3, NaNO2, NaOH, N
G-monometil-L-arginina (L-NMMA), 
oligomicina, peroxidasa de rábano picante (HRP), proteinasa bacterial tipo XXIV, 
rodamina-123 (Rho-123), rotenona, sacarosa, seroalbúmina bovina (BSA), succinato, 
Trisma base y Tween-20, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  
 Todos los otros reactivos utilizados fueron de grado analítico. Los solventes 
utilizados (HCl, etanol, 1-propanol, H2SO4) fueron de calidad HPLC. Todas las soluciones 











CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE NO ALCANZADA EN EL MEDIO DE 




1. Cuantificación de la [NO] utilizando como fuente S-nitrosoglutatión (GSNO) 
 Con el objeto de estudiar los efectos del NO sobre el complejo III mitocondrial se 
utilizó, en primera instancia, S-nitrosoglutatión (GSNO) como fuente de NO. Dado que no 
se conoce el mecanismo exacto de descomposición del GSNO (Noble et al., 1999; 
Bartberger et al., 2001; Broniowska et al., 2013), resultó de fundamental importancia 
determinar la [NO] en el medio de reacción, en cada condición experimental ensayada.   
 El GSNO se sintetizó bajo condiciones aeróbicas y a temperatura ambiente 
(Materiales y Métodos, Sección 2.1). La solución obtenida, de color rosa intenso, se tituló 
espectrofotométricamente a 335 nm ( = 922 M-1 cm-1; Hart, 1985) obteniéndose una 
concentración de 47.1 ± 1.2 mM. La [NO] aportada por el GSNO se determinó utilizando 
un sensor electroquímico de NO (ISO-NOP) y a través del cambio de absorbancia 
asociado a la oxidación de la oxihemoglobina (HbO2). 
 
1.1. Determinación electroquímica de la [NO]  
1.1. 1. Determinación electroquímica de la [NO] en buffer fosfato  
 La Figura 36 muestra la [NO], determinada mediante un electrodo sensible a NO, 
en función del tiempo, utilizando concentraciones iniciales de GSNO ([GSNO]0) 
comprendidas en el rango de 50 a 500 M. El medio de reacción consistió en buffer 
KH2PO4/K2HPO4 100 mM, pH 7.50 y las determinaciones se realizaron a temperatura 
ambiente (25 °C). La liberación de NO se siguió durante 3 min, tiempo suficiente para 























Figura 36. [NO] en función del tiempo aportada por [GSNO]0 = 50 (●), 100 (○), 200 (▼), 
300 (Δ), 400 (■) y 500 M (□). Las determinaciones se realizaron utilizando el electrodo 
ISO-NOP, en buffer fosfato pH 7.50, a temperatura ambiente.  
 
 
A partir de los trazos obtenidos, promedio de 4 a 6 determinaciones 
independientes, se determinó la velocidad inicial de liberación de NO (d[NO]0/dt) y la 
[NO]ss para las distintas [GSNO]0 (Figura 37 A y B, respectivamente). La pendiente de la 
recta ajustada a los valores promedio de [NO] en función del tiempo, considerando los 
puntos correspondientes a los primeros 20-30 s posteriores al agregado de GSNO, 
permitió conocer la d[NO]0/dt. Por otro lado, la [NO]ss se calculó como el promedio de las 



















































Figura 37. Velocidad inicial de liberación de NO (A) y [NO]ss (B) en función de la 
[GSNO]0. Los resultados se obtuvieron a partir de las [NO] determinadas utilizando el 








 Las Figuras 37 A y B muestran un perfil particular de liberación de NO a partir del 
GSNO, en las condiciones experimentales ensayadas: a bajas [GSNO]0, 50 a 100 M, la 
velocidad de liberación de NO resulta relativamente mayor que a altas [GSNO]0 (300 a 
500 M); dicho efecto se refleja en la [NO]ss. Las curvas obtenidas presentan un cambio 
de tendencia alrededor de [GSNO]0 = 200 M. Debido a ello, no fue posible establecer 
una relación lineal entre las velocidades iniciales de liberación de NO o las [NO]ss y las 
[GSNO]0 que abarque la totalidad del rango de concentraciones de GSNO utilizadas en 
este trabajo.  
 
 Por ello, y con el fin de calcular la [NO] en el medio de reacción a un determinado 
tiempo de incubación, se recurrió a un modelo cinético de dos pasos. En dicho modelo se 







El primer paso, regido por k´1, es responsable de la liberación de NO. Dicha constante k´1 
engloba todas aquellas constantes cinéticas que gobiernan las velocidades de las 
reacciones químicas responsables de la descomposición del GSNO, para dar NO. El 
segundo paso comprende todas aquellas reacciones de consumo de NO, incluyéndose 
en la constante cinética k´2 las constantes de velocidad de dichas reacciones. De esta 
forma, la variación de la [NO] respecto del tiempo se define según: 
     
  
                   (29) 
 
Integrando la ecuación 29, procedimiento detallado en el Anexo I, se obtiene la ecuación 
30, la cual permite calcular la [NO] a un determinado tiempo t, conociendo k´1, k´2 y la 
[GSNO]0.  
      
          
       
                (30) 
 
Teniendo en cuenta los valores experimentales de [NO] en función del tiempo 
obtenidos para las [GSNO]0 ensayadas (Figura 36), se estimaron los valores de k´1 y k´2 
utilizando la función Solver, en Excel. Dicha función permite obtener los parámetros k´1 y 
k´2 capaces de minimizar la suma de cuadrados que surge de la sumatoria de las 




elevadas al cuadrado. Los detalles de este procedimiento se incluyen en el Anexo I, y los 
valores de k´1 y k´2 obtenidos para cada [GSNO]0 se informan en la Tabla 3. 
   







50 3.51 4.60 
100 3.02 5.92 
200 1.31 3.90 
300 1.40 3.97 
400 1.74 5.82 
500 1.96 7.43 
 
Como puede observarse, las constantes cinéticas de liberación de NO (k´1) 
obtenidas a [GSNO]0 de 50 y 100 M son entre 2 y 3 veces mayores que las k´1  
obtenidas en el rango de 200 a 500 M. De esta forma, en las condiciones 
experimentales utilizadas, la constante de velocidad de liberación de NO, a partir de 
GSNO, es mayor a [GSNO]0 menores a 100 M. Este hecho sustenta, al menos en parte, 
la mayor [NO] relativa alcanzada cuando se utilizan bajas [GSNO]0, en comparación con 
las obtenidas al utilizar mayores [GSNO]0 (Figura 37.B). 
En cuanto al consumo de NO, no resulta clara la relación de k´2 con la [GSNO]0. Sin 
embargo, a partir de [GSNO]0 300 M se observa un incremento en el valor de la 
constante cinética global de consumo, hecho que podría indicar la participación del 
GSNO, o algún componente de la solución, en el consumo del NO liberado. 
 Por otro lado, el análisis de los valores estimados de las constantes de velocidad 
permite observar una diferencia sustancial en el orden de magnitud de las mismas, 
siendo las constantes cinéticas de consumo de NO (k´2) dos órdenes de magnitud mayor 
que las constantes cinéticas de liberación (k´1). Considerando que, luego de transcurridos 
30 s de incubación, la [NO] resulta alrededor de dos órdenes de magnitud menor que la 
[GSNO]0, la velocidad de liberación de NO (k´1 [GSNO]0) resulta similar a la velocidad de 
consumo de NO (k´2 [NO]). De esta forma, se justifica el plateau observado en la [NO] 
alcanzada en el medio de reacción, mostrado en la Figura 36.  
Una vez obtenidas las constantes cinéticas k´1 y k´2 y teniendo en cuenta las 




la ecuación 30. En la Tabla 4 se incluyen los valores de [NO] obtenidos a los 2 min de 
incubación, para las concentraciones iniciales de GSNO ensayadas. Dicho tiempo 
corresponde al tiempo utilizado para exponer las muestras biológicas al efecto del NO 
(Resultados II y III). 
 
 
Tabla 4. Concentración de NO alcanzada a los 2 min de incubación, calculada de 














1.1. 2. Efecto de la presencia de membranas mitocondriales sobre la determinación 
electroquímica de la [NO] 
 Con el objetivo de analizar si la [NO] lograda como consecuencia de la adición de 
GSNO al medio de reacción se modificaba por la presencia de membranas 
mitocondriales, se determinó la [NO] en un medio compuesto por buffer KH2PO4/K2HPO4 
100 mM, pH 7.50, y 0.5, 1.0 o 2.0 mg proteína mitocondrial  ml-1. La Figura 38 muestra 
los registros obtenidos de [NO] en función del tiempo, para 100 M (Figura 38.A), 300 M 
(Figura 38.B) y 500 M (Figura 38.C) de GSNO, en presencia de 0.5, 1.0 y 2.0 mg 
proteína  ml-1. Con fines comparativos se incluyó, en cada Figura, el perfil obtenido en 


























































Figura 38. [NO] en función del tiempo aportada por [GSNO]0 = 100 (A), 300 (B) y 500 M (C), en ausencia (●) o presencia de membranas 
mitocondriales en una concentración equivalente a 0.5 (○), 1.0 (▼) o 2.0 (Δ) mg proteína  ml-1. Las determinaciones se realizaron utilizando el 
electrodo ISO-NOP, en buffer fosfato pH 7.50, a temperatura ambiente. 




En la Figura 38 se observa que las concentraciones de NO detectadas en el medio 
conteniendo membranas mitocondriales difieren de aquellas registradas en buffer fosfato: 
conforme se incrementa la concentración de proteínas, la [NO] detectada 
electroquímicamente resulta menor.  
 A partir de los registros obtenidos, se determinó la d[NO]0/dt y la [NO] a los 2 min para 
las distintas [GSNO]0, en las condiciones experimentales ensayadas. Las velocidades 
iniciales de liberación de NO, calculadas como la pendiente de la recta ajustada a los 
valores promedio de [NO] correspondientes a los primeros 20-30 s posteriores al agregado 
del GSNO, se informan en la Tabla 5.  
  
Tabla 5. Velocidad inicial de liberación de NO, para distintas [GSNO]0, en ausencia y 
presencia de membranas mitocondriales  
Condición 
d[NO]0/dt  
 (M  min-1) 
[GSNO]0 = 100 M [GSNO]0 = 300 M [GSNO]0 = 500 M 
Buffer fosfato 1.17 2.10 3.44 
     + 0.5 mg proteína  ml-1 0.352 0.849 1.64 
     + 1.0 mg proteína  ml-1 0.137 0.655 0.984 
     + 2.0 mg proteína  ml-1 0.107 0.403 0.773 
 
 
Los resultados muestran que, para cada [GSNO]0, la velocidad inicial de liberación de NO 
disminuye al incrementarse la concentración de proteínas. Dicho efecto se atenúa al 
aumentar la [GSNO]0. Por ejemplo, cuando se utilizó 1 mg proteína mitocondrial  ml
-1 en el 
medio, la velocidad de liberación de NO, cuando la [GSNO]0 fue 100 M, resultó 88% menor 
en presencia de membranas que en buffer fosfato, mientras que cuando la [GSNO]0 fue 
500 M, dicho porcentaje fue 71%.  
 
 
Asimismo, la Tabla 6 muestra la [NO] obtenida en el medio de reacción, a los 2 min de 
incubación, cuando se utilizan [GSNO]0 de 100, 300 y 500 M, en ausencia o presencia de 





Tabla 6. Concentración de NO alcanzada a los 2 min de incubación, para distintas [GSNO]0, 




[GSNO]0 = 100 M [GSNO]0 = 300 M [GSNO]0 = 500 M 
Buffer fosfato 0.499 ± 0.115 1.025 ± 0.070 1.313 ± 0.010 
     + 0.5 mg proteína  ml-1 0.123 ± 0.009 0.659 ± 0.046 1.189 ± 0.255 
     + 1.0 mg proteína  ml-1 0.118 ± 0.018 0.439 ± 0.116 0.715 ± 0.041 
     + 2.0 mg proteína  ml-1 0.120 ± 0.092 0.291 ± 0.170 0.586 ± 0.102 
 
A 100 M GSNO se observó una disminución en la [NO] de alrededor del 76% en presencia 
de 1 mg proteína  ml-1, respecto al medio compuesto por buffer fosfato únicamente; dicho 
porcentaje no se modificó significativamente en función de las concentraciones de proteína 
ensayadas. Cuando se incrementó la [GSNO]0, aumentó consecuentemente la [NO] 
detectada y se evidenció un efecto diferencial de la concentración de proteínas sobre la 
[NO]: a [GSNO]0 = 300 M, se observó una disminución del 36, 57 y 72% en presencia de 
0.5, 1.0 y 2.0 mg proteína  ml-1, respectivamente. En las mismas condiciones, los 
porcentajes de disminución al utilizar [GSNO]0 = 500 M resultaron 9, 46 y 55%. 
Estos resultados muestran que la presencia de membranas mitocondriales lleva a una 
disminución en la d[NO]0/dt y, consecuentemente, en la [NO] el medio de reacción. Así, la 
[NO] detectada depende no sólo de la [GSNO]0 sino también de la concentración de 
proteínas aportada por las membranas mitocondriales. Estas observaciones estarían de 
acuerdo con una modificación en la cinética de liberación de NO por el GSNO y/o con un 
aumento en la velocidad de consumo de NO debido, probablemente, a la interacción del 
mismo con estructuras presentes en las membranas (Shiva et al., 2001; Antunes et al., 
2007).  
 
A fin de estimar el efecto de la presencia de membranas mitocondriales en la 
liberación de NO, por el GSNO, y en el consumo del NO generado, se obtuvieron los 
valores de k´1 y k´2, parámetros del modelo cinético de dos pasos analizado previamente 
(ítem 1.1.1), para cada concentración de proteínas ensayada. Los resultados para las 





     
Figura 39. Valores ajustados de k´1 (A1, B1 y C1) y k´2 (A2, B2 y C2) para [GSNO]0 = 100 (A), 300 
(B) y 500 M (C) en función de la [proteína]. Los parámetros derivan del ajuste del modelo 
cinético de dos pasos a los resultados experimentales de [NO] determinadas con el electrodo 
ISO-NOP, en buffer fosfato pH 7.50, a temperatura ambiente, en ausencia o presencia de 
membranas mitocondriales. 
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 Las constantes obtenidas por el ajuste muestran que tanto la velocidad de liberación 
de NO a partir de GSNO (regido por k´1) como la velocidad de consumo de NO (regido por 
k´2) se hallan disminuidas en presencia de membranas mitocondriales. En el caso de k´1, se 
observa un decaimiento dependiente de la concentración de proteínas. Con fines 
comparativos, se informan en la Tabla 7 los valores ajustados de k´1 para distintas [GSNO]0, 
en ausencia o presencia de membranas en una concentración equivalente a 1 mg proteína 
 ml-1. La presencia de membranas mitocondriales produjo una disminución del 95, 78 y 
89% en el valor de la constante cinética cuando las [GSNO]0 fueron 100, 300 y 500 M, 
respectivamente. 
  
Tabla 7. Constante cinética de la reacción de descomposición de GSNO (k´1), para distintas 




[GSNO]0 = 100 M [GSNO]0 = 300 M [GSNO]0 = 500 M 
Buffer fosfato 3.02 1.40 1.96 
     + 1 mg proteína  ml-1 0.151 0.308 0.219 
 
 Por el contrario, no es clara la dependencia de k´2 con la concentración de proteínas 
en el medio de reacción. En líneas generales, se observó una disminución de dicha 
constante de entre el 60 y el 80% respecto al valor ajustado en ausencia de membranas. La 
concentración de proteínas en el medio de reacción no modificó sustancialmente el 
porcentaje de disminución en k´2 observado para cada [GSNO]0 (Figura 39).   
 
 Utilizando las constantes cinéticas obtenidas y aplicando la ecuación 30, se calcularon 
las concentraciones de NO a los 2 min de incubación en los medios de reacción con 0.5, 1.0 











Tabla 8. Concentración calculada de NO a los 2 min de incubación, en función de [GSNO]0, 




[GSNO]0 = 100 M [GSNO]0 = 300 M [GSNO]0 = 500 M 
Buffer fosfato 0.494 0.886 1.29 
     + 0.5 mg proteína  ml-1 0.131 0.672 1.21 
     + 1.0 mg proteína  ml-1 0.117 0.457 0.727 
     + 2.0 mg proteína  ml-1 0.115 0.315 0.611 
 
De esta forma, se confirma que las [NO] en el medio, alcanzadas a los 2 min de incubación, 
resultan menores en presencia de membranas mitocondriales. A [GSNO]0 = 100 M, no se 
observan diferencias significativas entre las [NO] alcanzadas a las tres concentraciones de 
proteínas ensayadas. El incremento en la [GSNO]0 conlleva a un menor efecto de las 
membranas sobre la [NO]. Así, la disminución resulta dependiente de la concentración de 
proteínas a partir de [GSNO]0 = 300 M (24, 48 y 64% menor en presencia de 0.5, 1.0 y 2.0 
mg proteína  ml-1, respectivamente). El efecto se atenúa a [GSNO]0 = 500 M, 
registrándose disminuciones del 6, 44 y 53% en presencia de 0.5, 1.0 y 2.0 mg proteína  
ml-1, respectivamente. 
 
En conjunto, los resultados mostraron que la [NO] detectada a través del ISO-NOP 
dependió de la [GSNO]0, así como también de la concentración de proteínas aportadas por 
las membranas mitocondriales, que corresponde a la matriz biológica de interés en este 
trabajo. Asimismo, el modelo cinético de dos pasos se ajustó a los resultados 
experimentales, permitiendo relacionar la [NO] y la [GSNO]0. Mediante la estimación de las 
constantes cinéticas k´1 y k´2, no sólo se pudo explicar el comportamiento cinético de 
descomposición de GSNO sino también calcular las [NO] alcanzadas en las condiciones 
experimentales utilizadas.  
 
1.2. Determinación espectrofotométrica de la [NO]  
1.2. 1. Determinación de la [NO] en buffer fosfato 
 Se determinó espectrofotométricamente la [NO], utilizando el ensayo de oxidación de 
oxihemoglobina (HbO2). Las medidas se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 °C), 




comprendidas en el rango de 100 a 500 M. Los resultados, incluidos en la Figura 40, 
muestran un patrón diferente al registrado con el sensor electroquímico (Figura 36). Aunque 
la [NO] se incrementa conforme aumenta la [GSNO]0, en los tiempos ensayados no se 
alcanza un estado estacionario. Este perfil está de acuerdo con la elevada constante de 
velocidad de reacción entre el NO y la HbO2 (k = 3  10
7 M-1 s-1; Ignarro et al., 1987a; 
Murphy y Noack, 1994) y el exceso de HbO2 respecto al NO liberado. Así, el NO generado 
es rápidamente consumido por la HbO2 y, consecuentemente, detectado.  
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Figura 40. [NO] en función del tiempo aportada por [GSNO]0 = 100 (●), 200 (○), 300 (▼), 
400 (Δ) y 500 M (■). Las determinaciones se realizaron utilizando el ensayo de oxidación 
de HbO2, en buffer fosfato pH 7.50, a temperatura ambiente. El gráfico muestra el promedio 
de 4 a 6 experimentos independientes. 
 
 
1.2. 2. Efecto de la presencia de membranas mitocondriales sobre la determinación 
espectrofotométrica de la [NO] 
 La [NO] se determinó también, siguiendo la oxidación de HbO2, en un medio 
conteniendo membranas mitocondriales en una concentración de 1 mg proteína  ml-1 y 




experimental compatible con la turbidez de las muestras, la [NO] determinada en presencia 
de membranas mitocondriales fue similar a la detectada en ausencia de las mismas. En la 
Figura 41 se muestran, a modo de ejemplo, las [NO] medias obtenidas en función del 
tiempo cuando se utilizó [GSNO]0 = 500 M, tanto en ausencia como en presencia de 
membranas mitocondriales (1 mg proteína  ml-1). Estos resultados difieren de los obtenidos 
por el método electroquímico: el consumo de NO por la HbO2 prevalece aún en presencia 
de membranas mitocondriales. La detección del NO a través de la oxidación de HbO2 























Figura 41. [NO] en función del tiempo aportada por [GSNO]0 = 500 M, determinadas en 
ausencia (○) o en presencia de membranas mitocondriales (●) en una concentración 
equivalente a 1 mg proteína  ml-1. Los valores se obtuvieron utilizando el ensayo de 
oxidación de HbO2, a temperatura ambiente. El gráfico muestra el promedio de 4 a 6 
experimentos independientes. 
 
A partir de los resultados obtenidos tanto en ausencia como en presencia de 
membranas mitocondriales, se calcularon las velocidades iniciales de liberación de NO 




lineal entre la d[NO]0/dt y la [GSNO]0, para todo el rango de [GSNO]0 analizado (100 a 
500 M), en ambas situaciones experimentales: en ausencia (buffer fosfato; r2 = 0.957) o en 






























Figura 42. Velocidad inicial de liberación de NO en función de la [GSNO]0, determinadas 
en ausencia (○; r2 = 0.957; p<0.001; línea continua) o en presencia de membranas 
mitocondriales (●; r2 = 0.963; p<0.001; línea discontinua) en una concentración equivalente 
a 1 mg proteína  ml-1. Los valores se obtuvieron utilizando el ensayo de oxidación de 
HbO2, a temperatura ambiente. 
 
 Teniendo en cuenta las ecuaciones lineales ajustadas a los resultados de d[NO]0/dt 
obtenidos con el método espectrofotométrico, se calcularon las [NO] a los 2 min de 
incubación para las distintas [GSNO]0, tanto en ausencia como en presencia de membranas 
mitocondriales (1 mg proteína  ml-1). En la Tabla 9 se informan los resultados obtenidos. 
Se incluyen además, con fines comparativos, los valores de las [NO] a los 2 min de 
incubación calculadas ajustando el modelo cinético de dos pasos a los resultados 




Tabla 9. Concentración de NO a los 2 min de incubación, en función de la [GSNO]0, en 





Oxidación de HbO2 Electrodo  
Buffer fosfato + 1 mg proteína  ml-1 Buffer fosfato + 1 mg proteína  ml-1 
100 0.274 0.221 0.494 0.117 
200 0.561 0.518 0.657 ND 
300 0.847 0.814 0.886 0.457 
400 1.134 1.111 1.290 ND 
500 1.421 1.408 1.290 0.727 
ND: no determinada 
 
 Como puede observarse, en ausencia de membranas mitocondriales, las [NO] 
determinadas por ambos métodos difieren a bajas [GSNO]0: cuando la [GSNO]0 es 100 M, 
la [NO] detectada electroquímicamente resultó un 80% mayor que la determinada 
espectrofotométricamente; a [GSNO]0 200 M, la diferencia fue del 17%. Este resultado 
inusual, relativo a la liberación de NO a bajas concentraciones de GSNO y su detección 
electroquímica, se describió previamente por los grupos de Kalyanaraman y Williams (Singh 
RJ et al., 1996; Noble et al., 1999). A partir de [GSNO]0 300 M, las diferencias entre las 
[NO] determinadas espectrofotométricamente y las determinadas electroquímicamente 
oscilaron alrededor del 10%. Por otro lado, el efecto de la presencia de membranas 
mitocondriales sólo se observó al detectar la [NO] utilizando el método electroquímico. 
 
 
2. Cuantificación de la [NO] utilizando como fuente espermina-NONOato (SPER-NO) 
 En una segunda instancia, se buscó confirmar si los efectos observados como 
consecuencia de la exposición de las preparaciones mitocondriales a GSNO se debían al 
NO. Para tal fin, se eligió como dador de NO a la espermina-NONOato (SPER-NO), especie 
capaz de disociarse en medio acuoso con un t1/2 de 88 min a 30 °C y pH 7.40. La cinética de 
liberación de NO a partir de SPER-NO resultó apropiada para el diseño experimental y las 
[NO] que se deseaban explorar en este trabajo de Tesis. 
 A diferencia del GSNO, el mecanismo de liberación de NO a partir de SPER-NO es 




descompone espontáneamente liberando dos moles de NO por mol de compuesto. El 
proceso, pH y temperatura dependiente, sigue una cinética de primer orden. Por otro lado, 
el NO liberado se consume, principalmente, por reacción con el O2 presente en el medio de 








De acuerdo al mismo, y según lo detallado en el Anexo II, la velocidad de generación de NO 
puede expresarse según: 
     
  
                        
  (31) 
  
 La [NO] puede calcularse por resolución numérica de la Ecuación 31 mediante la 
aplicación del método de Euler modificado, conocido como método de Heun (Lambert, 
1991): considerando intervalos de tiempo lo suficientemente pequeños (Δt = 0.01 s) y 
conociendo los valores de las constantes cinéticas y las concentraciones iniciales de las 
especies, se puede estimar la [NO] a un tiempo t+1 y simular el curso temporal de la 
reacción por aplicaciones sucesivas. El método y procedimiento utilizado se detallan en el 
Anexo II.  
 Se obtuvieron así las concentraciones de NO entre 0 y 125 s, con incrementos de 
0.01 s (Figura 43). Se simularon concentraciones iniciales de SPER-NO, en el rango de 5 a 
30 M, utilizándose los siguientes parámetros y condiciones: k1 = 1.31  10
-4 M-1 s-1 
(Anexo II); k2 = 9.0  10
6 M-2 s-1 (Ford et al., 1993; Lewis y Deen, 1994); [O2] = 220 M; 




















Figura 43. [NO] en función del tiempo aportada por [SPER-NO]0 = 5 (○), 10 (), 20 () y 
30 M (). Las concentraciones de NO se calcularon por resolución numérica de la 
ecuación diferencial 31, mediante el método de Euler modificado (Anexo II). Condiciones: 
k1 = 1.31  10
-4 M-1 s-1; k2 = 9.0  10
6 M-2 s-1; [O2] = 220 M; [NO]0 = 0. 
 
 
 De esta forma, conociendo la ley cinética de la liberación de NO a partir del dador y 
los valores de los parámetros que gobiernan las reacciones de liberación y de consumo de 
NO, fue posible calcular la [NO] que se obtendría en el medio de reacción, a un determinado 
tiempo de incubación. Sin embargo, dado que los valores obtenidos por resolución numérica 
de la ecuación diferencial que surge del mecanismo de reacción podrían diferir de los 
resultados experimentales, fue necesario determinar la [NO] en las condiciones 
experimentales ensayadas, para confirmar si el mecanismo planteado y la ecuación de 







2.1. Determinación electroquímica de la [NO]  
2.1. 1. Determinación electroquímica de la [NO] en buffer fosfato 
 La [NO] liberada por SPER-NO se midió utilizando el electrodo sensible a NO 
ISO-NOP. Los registros temporales de [NO] para concentraciones iniciales del dador 5, 10, 
20 y 30 M se observan en la Figura 44. El medio de reacción utilizado fue buffer 























Figura 44. [NO] en función del tiempo aportada por [SPER-NO]0 = 5 (●), 10 (○), 20 (▼) y 
30 M (Δ). Las determinaciones se realizaron utilizando el electrodo ISO-NOP, en buffer 
fosfato pH 7.50, a 30 °C. 
 
A partir de los resultados obtenidos, se calcularon las velocidades de liberación de NO 
a las [SPER-NO]0 ensayadas. Como se observa en la Figura 45.A, y a diferencia de lo 
observado cuando se utilizó GSNO como fuente de NO, se encontró una correlación lineal 
entre la d[NO]/dt y la concentración inicial de SPER-NO (r2= 0.996) que abarca el rango de 


















































Figura 45. Velocidad de liberación de NO en función de la [SPER-NO]0. Las velocidades 
se calcularon a partir de [NO] determinadas con el electrodo ISO-NOP (A), en buffer 
fosfato pH 7.50, a 30 °C; o a partir de [NO] calculadas a partir del modelo cinético (B), por 
el método de Euler modificado. Correlaciones lineales: A: r2= 0.996; p<0.0001. 







Las velocidades de liberación de NO a las distintas [SPER NO]0 también se obtuvieron 
a partir de los datos calculados por resolución de la ecuación diferencial aplicando el 
método de Euler modificado (Figura 45.B), observándose una correlación lineal entre ambos 
parámetros (r2 = 0.999). De esta forma, no se observaron diferencias significativas entre los 
resultados experimentales y los calculados a partir del método de Euler modificado. En la 
Figura 46 se muestran, a modo de ejemplo, los perfiles temporales de [NO] alcanzada 
cuando se utilizó SPER-NO 5 M, tanto el obtenido mediante la utilización del electrodo 
sensible a NO como el calculado a partir del modelo cinético. Como puede observarse, 
ambos perfiles se superponen, indicando que el modelo cinético planteado en el ítem 2 se 




















Figura 46. [NO] en función del tiempo aportada por [SPER-NO]0 = 5 M, determinadas 
mediante el electrodo ISO-NOP (○), en buffer fosfato pH 7.50, a 30 °C; o calculadas a partir 






Por lo tanto, la [NO] en el medio de reacción a un tiempo determinado puede calcularse 
aplicando el modelo cinético para la descomposición de SPER-NO en presencia de O2, el 
cual se ajusta a las observaciones experimentales en el rango de concentraciones del dador 
y tiempo ensayados. 
 
 
2.1. 2. Efecto de la presencia de membranas mitocondriales sobre la determinación 
electroquímica de la [NO] 
 Los resultados obtenidos mediante la determinación electroquímica de la [NO] 
aportada por GSNO mostraron que la presencia de membranas mitocondriales disminuyó la 
[NO] detectada en el medio de reacción. Por ello, se decidió evaluar si el mencionado efecto 
se evidenciaba al trabajar con SPER-NO.  
 Se determinó, mediante el electrodo ISO-NOP, la [NO] alcanzada en el medio de 
reacción al utilizar SPER-NO 10 y 30 M, en presencia de membranas mitocondriales en 
una concentración de 1 mg de proteína  ml-1. Como puede observarse en la Figura 47, 
aunque el perfil cinético de liberación de NO fue similar en ausencia y presencia de 
membranas mitocondriales, la [NO] detectada en presencia de una matriz biológica resultó 





































Figura 47. [NO] en función del tiempo aportada por [SPER-NO]0 = 10 M (A) y 30 M (B), 
en ausencia (○) o presencia de membranas mitocondriales (●) en una concentración 
equivalente a 1 mg proteína  ml-1. Las determinaciones se realizaron utilizando el 







Asimismo, se calcularon las velocidades de liberación de NO a partir de 10 y 30 M de 
SPER-NO, tanto en ausencia como en presencia de membranas mitocondriales en una 
concentración equivalente a 1 mg de proteína  ml-1 (Tabla 10). 
 
Tabla 10. Velocidad de liberación de NO a partir de [SPER-NO]0 10 y 30 M, en ausencia o 
presencia de membranas mitocondriales  
Condición 
d[NO]/dt 
(M  min-1) 
[SPER-NO]0 = 10 M [SPER-NO]0 = 30 M 
Buffer fosfato 0.151 0.456 
     + 1 mg proteína  ml-1 0.043 0.335 
 
Cuando se utilizó SPER-NO 10 M, la velocidad de liberación de NO en presencia de la 
suspensión mitocondrial resultó 72% menor que la registrada en buffer fosfato. Al aumentar 
la [SPER-NO]0 a 30 M, la disminución en la velocidad de liberación de NO en presencia de 
membranas resultó del 27%. Cabe mencionar que al utilizar SPER-NO 5 M no pudo 
detectarse NO en el medio conteniendo membranas mitocondriales. De esta forma, se 
observa una relación inversa entre la concentración inicial del dador y el efecto sobre la 
[NO] detectada, producido por la presencia de membranas mitocondriales en el medio de 
reacción.  
  
2.2. Determinación espectrofotométrica de la [NO]  
 Al utilizar GSNO como fuente de NO, las [NO] detectadas por el método 
espectrofotométrico de oxidación de HbO2 en ausencia o en presencia de membranas 
mitocondriales no fueron significativamente diferentes. Teniendo esto en cuenta, se decidió 
estudiar si dicha observación se reproducía al utilizar SPER-NO como dador de NO.  
Se analizaron tres concentraciones iniciales de SPER-NO ([SPER-NO]0 = 5, 10 y 
30 M), determinando la [NO] en función del tiempo, tanto en ausencia como en presencia 
de membranas mitocondriales en una concentración equivalente a 1 mg de proteína  ml-1. 
En la Figura 48 se muestra, a modo de ejemplo, los perfiles temporales obtenidos al utilizar 
[SPER-NO]0 = 10 M, observándose que los trazos obtenidos en ausencia y en presencia 
de membranas mitocondriales se superponen. De la misma forma, las [NO] alcanzadas en 
el medio de reacción a partir de [SPER-NO]0 = 5 y 30 M fueron similares en ausencia y 























Figura 48. [NO] en función del tiempo aportada por [SPER-NO]0 = 10 M, en ausencia (○) 
o presencia de membranas mitocondriales (●) en una concentración equivalente a 1 mg 
proteína  ml-1. Las determinaciones se realizaron utilizando el ensayo de oxidación de 
HbO2, en buffer fosfato pH 7.50, a 30 °C. El gráfico muestra el promedio de 4 a 6 
experimentos independientes. 
 
 Ajustando una ecuación lineal a los valores de [NO] determinados 
espectrofotométricamente, se calcularon las velocidades de liberación de NO por el dador 
SPER-NO. Los resultados obtenidos en ausencia o en presencia de membranas 
mitocondriales se informan en la Figura 49, detectándose, en promedio, variaciones del 5% 
entre ambas condiciones experimentales. De esta forma, no sólo en el caso de utilizar 
GSNO como fuente de NO sino también utilizando SPER-NO como dador, el método 
espectrofotométrico permite detectar [NO] similares tanto en ausencia como en presencia 































Figura 49. Velocidad de liberación de NO en función de la [SPER-NO]0, determinadas en 
ausencia (○; r2 = 0.998; p<0.001; línea continua) o en presencia de membranas 
mitocondriales (●; r2 = 0.999; p<0.0005; línea discontinua) en una concentración 
equivalente a 1 mg proteína  ml-1. Los valores se obtuvieron utilizando el ensayo de 
oxidación de HbO2, a 30 °C. 
  
 
A partir de las velocidades de liberación de NO calculadas y sabiendo que se 
mantiene una relación lineal durante los tiempos ensayados, se calcularon las [NO] 
alcanzadas a los 2 min de incubación. En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos, 
tanto en ausencia como en presencia de membranas mitocondriales (1 mg proteína  ml-1), 
utilizando el método espectrofotométrico. Con fines comparativos se incluyen, además, las 
[NO] registradas con el método electroquímico y las calculadas a partir del modelo cinético, 






Tabla 11. Concentración calculada de NO a los 2 min de incubación, en función de 






Oxidación de HbO2 Electrodo  Euler 
Buffer  + 1 mg proteína  ml-1 Buffer  + 1 mg proteína  ml-1  
5 0.211 0.204 0.150 ND 0.154 
10 0.341 0.362 0.302 0.086 0.304 
20 ND ND 0.552 ND 0.594 
30 1.128 1.174 0.912 0.670 0.876 
ND = no determinada 
 
Las [NO] determinadas por el método de oxidación de HbO2 resultaron entre un 20 y 30% 
mayores que aquellas obtenidas al utilizar el electrodo sensible a NO y/o las calculadas por 
resolución del modelo cinético, el cual solo contempla el consumo de NO por autoxidación. 
Por el contrario, la presencia de HbO2 modifica el consumo y, posiblemente, la liberación de 
NO a partir del dador, registrándose mayores [NO] en el medio de reacción conteniendo 
HbO2.  
 Por otro lado, el efecto de la presencia de membranas solo se observó al detectar la 












EFECTOS DEL NO APORTADO POR S-NITROSOGLUTATIÓN Y 
ESPERMINA-NONOato SOBRE EL ÁREA UBIQUINONA:CITOCROMO b DE 
MEMBRANAS MITOCONDRIALES DE CORAZÓN 
 
 
1. Efectos del NO aportado por GSNO sobre el área ubiquinona:citocromo b  
 Se estudió el efecto del NO sobre el complejo III mitocondrial utilizando, en primera 
instancia, GSNO como fuente de NO. El estudio se abordó haciendo foco en la inhibición 
de la transferencia de electrones mitocondrial y las consecuencias sobre el estado de 
reducción de los citocromos y sobre la generación de especies reactivas del oxígeno. 
 
1.1. Efecto sobre la inhibición de la transferencia de electrones 
1.1. 1. Determinación de las actividades de succinato:citocromo c reductasa, 
succinato:coenzima Q reductasa y NADH:citocromo c reductasa 
 Con el objeto de estudiar el efecto del NO sobre la transferencia de electrones en el 
complejo III mitocondrial, se evaluaron las actividades enzimáticas de los complejos II-III 
(succinato:citocromo c reductasa), II (succinato:coenzima Q reductasa) y I-III 
(NADH:citocromo c reductasa). Las partículas submitocondriales (SMP) conteniendo los 
complejos multienzimáticos responsables de la transferencia de electrones se expusieron 
a concentraciones de GSNO comprendidas en el rango de 50 a 500 M. Dado que la 
determinación electroquímica de la [NO] en función del tiempo mostró que se alcanza un 
plateau (Figura 36, Resultados I), compatible con una [NO] poco fluctuante, antes de 
transcurrido 1 min del agregado de GSNO al medio de reacción, las SMP se expusieron 
al dador durante 2 min, tiempo de preincubación seleccionado considerando el 
compromiso entre la necesidad de establecer una [NO] constante y de evitar el 
decaimiento de las actividades enzimáticas como consecuencia de otros factores, tales 
como la temperatura. 
La actividad de succinato:citocromo c reductasa (complejo II-III) detectada en SMP 
de corazón fue de 222 ± 4 nmol  min-1  mg proteína-1 (Figura 50). Dicha actividad 
mostró un perfil de decaimiento hiperbólico en función de la [GSNO]0, registrándose un 



























































Figura 50. Efecto del GSNO sobre la actividad de succinato:citocromo c reductasa (●; 
complejo II-III) y succinato:coenzima Q reductasa (○; complejo II). Las SMP (1 mg 
proteína  ml-1) se preincubaron durante 2 min en ausencia o presencia de GSNO 50-
500 M. Las SMP preincubadas (0.01-0.03 mg proteína  ml-1) se agregaron al medio de 
reacción, tal como se describe en «Materiales y Métodos». Los valores obtenidos a partir 
de GSNO 100 M fueron estadísticamente diferentes (p<0.01) al control (0 M GSNO). 
 
Con el fin de conocer si el/los producto/s de la descomposición de GSNO produce/n 
algún efecto sobre la actividad enzimática determinada, se realizaron experimentos 
control utilizando GSNO “inactivado”, en una concentración equivalente a GSNO 500 M. 
El agregado de GSNO cuya síntesis se realizó 30-45 días previos, no inhibió la actividad 
del complejo II-III, la cual resultó ser de 226 ± 7 nmol  min-1  mg proteína-1. Así, luego 
de transcurrido un tiempo superior a 7 vidas medias, el GSNO no modifica la actividad de 
succinato:citocromo c reductasa, indicando que el efecto inhibitorio, mostrado en la 
Figura 50, no se debe a la acción de productos de descomposición de GSNO. 
Además, se realizaron experimentos control, preincubando simultáneamente las 
SMP en presencia no solo de GSNO 500 M, sino también de Cu,Zn-SOD 0.6 M, a fin 
de descomponer el posible O2




La actividad de succinato:citocromo c reductasa de las SMP expuestas a GSNO 500 M 
en presencia de Cu,Zn-SOD (112 ± 6 nmol  min-1  mg proteína-1) no mostró diferencias 
significativas con la registrada en ausencia de dicha enzima (109 ± 4 nmol  min-1  mg 
proteína-1). Esta observación sugiere que el mecanismo de inhibición no involucra al 
ONOO-.  
En contraposición a lo registrado con la actividad del complejo II-III, el efecto 
inhibitorio del GSNO no se observó sobre la actividad de succinato:coenzima Q 
reductasa (complejo II), la cual resultó ser de 220 ± 9 nmol  min-1  mg proteína-1 (Figura 
50), sugiriendo que el NO inhibe el complejo III. 
 Por otro lado, se determinó la actividad de NADH:citocromo c reductasa (complejo 
I-III) en SMP de corazón, la cual fue de 349 ± 6 nmol  min-1  mg proteína-1. De forma 
similar a lo observado sobre la actividad del complejo II-III, se registró un patrón de 
inhibición hiperbólico como consecuencia del agregado de GSNO, alcanzando un 63% 
de inhibición a GSNO 500 M (Figura 51).  
 En conjunto, los resultados muestran la ausencia de efecto del NO sobre la 
actividad de succinato:coenzima Q reductasa y la inhibición de los complejos I-III y II-III, 
observaciones que concuerdan con la existencia de un sitio sensible al NO en el área 
























































Figura 51. Efecto del GSNO sobre la actividad de NADH:citocromo c reductasa 
(complejo I-III). Las SMP (1 mg proteína  ml-1) se preincubaron durante 2 min en 
ausencia o presencia de GSNO 50-500 M. Las SMP preincubadas (0.01-0.03 mg 
proteína  ml-1) se agregaron al medio de reacción, tal como se describe en «Materiales y 
Métodos». Los valores obtenidos a partir de GSNO 100 M fueron estadísticamente 
diferentes (p<0.01) al control (0 M GSNO). 
 
 
Teniendo en cuenta los resultados incluidos en la Tabla 9 del Capítulo de 
Resultados I, se estimó la [NO] alcanzada, a los 2 min de incubación, a las [GSNO]0 
ensayadas, tanto en ausencia como en presencia de membranas mitocondriales (1 mg 
proteína  ml-1). Para tal fin, se tuvieron en cuenta las ecuaciones lineales ajustadas para 
las velocidades de liberación de NO obtenidas al utilizar el método espectrofotométrico 
de oxidación de HbO2 y el modelo cinético ajustado para las determinaciones con el 
electrodo sensible a NO. Como se mencionó en el ítem 1.2.2, las [NO] determinadas por 
ambos métodos difieren a bajas [GSNO]0 (< 200 M), siendo las [NO] detectadas 
electroquímicamente mayores a las determinadas espectrofotométricamente. A partir de 




significativamente (10%). Teniendo esto en cuenta, las [NO] se estimaron de acuerdo a 
los resultados obtenidos con el método de oxidación de HbO2 para [GSNO]0 < 200 M. A 
partir de [GSNO]0 > 300 M, se incluyeron además los resultados aportados por el 
método electroquímico (Tabla 12).  
 













 De acuerdo a lo expuesto, el máximo efecto inhibitorio (51%) sobre la actividad de 
succinato:citocromo c reductasa observado a GSNO 500 M se corresponde a una [NO] 
~1.3 M. Asimismo, una inhibición estadísticamente significativa (20%) de la actividad del 
complejo II-III se alcanzó a una [NO] de aproximadamente 0.25 M, la cual se logró 
utilizando GSNO 100 M. 
 
 
1.1. 2. Reversibilidad de la inhibición de la actividad de succinato:citocromo c 
reductasa 
 La reversibilidad de la inhibición de la actividad de succinato:citocromo c reductasa 
por el NO se estudió conforme al siguiente diseño experimental: las SMP se 
preincubaron 2 min en presencia de GSNO 500 M y, posteriormente, la mezcla se 
adicionó con HbO2 50 M, como atrapador de NO. La reacción entre el NO y la HbO2 es 
uno de los procesos más importantes por el cual se cataboliza in vivo el NO, debido a la 
elevada constante cinética para la reacción entre ambos (k = 3.7  107 M-1 s-1) y la 
concentración de HbO2 sanguínea (2.5 mM, forma tetramérica) (Beckman, 1996; Kelm, 






Tabla 13. Actividad de succinato:citocromo c reductasa de SMP expuestas a GSNO o 
GSNO más HbO2.  
Condición Actividad de succinato:citocromo c reductasa  
(nmol  min-1  mg proteína-1) 
SMP, control 222 ± 4 
+ GSNO 500 M 110 ± 4* 
+ GSNO 500 M + HbO2 50 M  106 ± 7* 
Estadísticamente diferente (*p < 0.01) respecto al control  
 
 La Tabla 13 muestra que no existen cambios significativos en la inhibición de la 
actividad del complejo II-III registrada en presencia de GSNO 500 M (1.3 M NO) en 
comparación con los valores obtenidos en presencia de GSNO más HbO2 (110  4 vs. 
106  7 nmol  min-1  mg proteína-1), mostrando que el efecto del NO sobre el complejo 
III mitocondrial no se revierte en las condiciones experimentales ensayadas. 
 
 
1.2. Detección del estado de reducción de los citocromos y de la concentración de 
ubiquinol 
 La inhibición de la transferencia de electrones, en presencia de O2 y sustratos, lleva 
a un aumento de los componentes de los complejos respiratorios, ubicados previos al 
sitio de bloqueo, en estado reducido. Por otro lado, los componentes que se hallan 
posteriores al sitio de bloqueo, del lado del O2, se encuentran en estado oxidado. De esta 
forma, se estudiaron las consecuencias del efecto inhibitorio del NO, aportado por el 
GSNO, sobre la transferencia de electrones en el complejo III. Se evaluó, por 
microHPLC, la concentración de ubiquinol (UQH2) y, mediante espectroscopia de 
absorción, el estado de reducción de los citocromos de la cadena respiratoria 
mitocondrial. Con fines comparativos, se incluyeron los inhibidores clásicos de la cadena 
respiratoria CN-, antimicina y mixotiazol. 
 
1.2. 1. Determinación de la concentración de ubiquinol 
 Con el objetivo de evaluar el efecto del NO sobre el estado de oxido-reducción del 
ubiquinol, las SMP se trataron con GSNO 500 M (NO 1.3 M) y se compararon los 




antimicina y mixotiazol. Luego del agregado de succinato como fuente de electrones, se 
determinó, por microHPLC, la [UQ] en cada condición experimental. La [UQH2] se obtuvo 
por diferencia entre el contenido de UQ oxidada tras la adición de benzoquinona y el 
contenido de UQ en cada condición experimental ensayada. La [UQH2] se expresó como 
porcentaje de la UQ total (Tabla 14). 
 
Tabla 14. Efecto de antimicina, mixotiazol y GSNO sobre la [UQH2] de SMP 
suplementadas con succinato 
Condición [UQH2] 
(%) 
Control, succinato 4 ± 1 
     + antimicina 1.5 M 13 ± 3* 
     + mixotiazol 1.5 M 15 ± 5** 
     + GSNO 500 M 16 ± 4** 
Estadísticamente diferente (*p<0.05, **p < 0.01) respecto al control, succinato. 
  
 
 Los resultados presentados en la Tabla 14 muestran que, tras la inhibición del sitio 
Qi por la antimicina o del sitio Qo por el mixotiazol, se incrementa entre 3 y 4 veces, 
respectivamente, el porcentaje de UQH2 en las SMP de corazón bovino. La inhibición de 
la transferencia de electrones producida por el NO, aportado por el GSNO, lleva a la 
acumulación de UQH2 en forma similar a la registrada en presencia de los inhibidores 
clásicos, observándose un aumento de 4 veces en la concentración de dicha especie. 
Estos resultados indican que, como consecuencia de la interacción del NO con el 













1.2. 2 Detección del estado de reducción de los citocromos  
 Los espectros de absorbancia de las membranas mitocondriales adicionadas con 
succinato, como fuente de equivalentes de reducción, se registraron en el rango de 500 a 
640 nm, en presencia de inhibidores de la transferencia de electrones. La aparición de 
picos de absorción a 550, 562 y 605 nm indica la reducción de los citocromos c, b y aa3, 
respectivamente. 
 En la Figura 52 se muestran registros representativos de las distintas condiciones 
experimentales ensayadas. El espectro registrado en condiciones de [O2] atmosférico 
(220 M O2) y en presencia de KCN, inhibidor del complejo IV (Figura 52.A), muestra los 
picos característicos de los citocromos b (562 nm), c (550 nm) y aa3 (605 nm) en estado 
reducido. La adición de antimicina, inhibidor clásico del complejo III (Figura 52.B), anuló 
los picos correspondientes a los citocromos c y aa3, preservando el pico a 
aproximadamente 562 nm correspondiente a ambos citocromos b (bH y bL; 562 y 566 nm, 
respectivamente) en estado reducido. Dado que la inhibición del complejo IV por el NO 
es competitiva con O2 (Cleeter et al., 1994; Brown y Cooper, 1994; Takehara et al., 1995; 
Antunes et al., 2004; 2007), el efecto del GSNO se determinó a dos concentraciones de 
O2. A 220 M O2 y en presencia de GSNO 500 M (1.3 M NO), el espectro muestra los 
tres picos característicos (550, 562 y 605 nm), de acuerdo con la inhibición de la 
actividad de la citocromo oxidasa (Figura 52.C). A 30 M O2, situación experimental que 
favorece el efecto inhibitorio del NO sobre el complejo IV, los picos correspondientes al 
citocromo aa3 (605 nm) y al citocromo c (550 nm) se incrementaron, mientras que el pico 






Figura 52. Espectros de absorbancia ( = 500-640 nm) obtenidos en presencia de 
membranas mitocondriales (1 mg proteína  ml-1), succinato 7 mM, en condiciones 
atmosféricas normales ([O2] = 220 M; A-C), o en condiciones de baja [O2] ([O2] = 30 M; 
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Los resultados se expresaron como porcentaje respecto a la máxima reducción 
alcanzada luego de la adición de ditionito (Na2S2O4), la cual se consideró como el 100% 
de reducción de los citocromos (Tabla 15). La inhibición por CN- produjo la acumulación 
de los tres citocromos en estado reducido (b = 85%, c = 95% y aa3 = 94%); esta 
observación está de acuerdo con la inhibición de la enzima terminal de la cadena 
respiratoria mitocondrial o complejo IV. Cuando se utilizó antimicina, los citocromos b, 
localizados antes al sitio de bloqueo del inhibidor, se encontraron altamente reducidos 
(79%), mientras que los citocromos c y aa3, posteriores al sitio de inhibición de la 
antimicina, permanecieron oxidados. La presencia de GSNO a baja [O2] (30 M) llevó a 
un porcentaje de citocromo aa3 reducido (61%) mayor que el registrado en condiciones 
de [O2] atmosférico (41%), mientras el contenido de citocromos b en estado reducido 
permaneció sin cambios (71%).  
 
Tabla 15. Efecto de KCN, antimicina y GSNO sobre la reducción de los citocromos en 





(%  SEM) 
b562 c550 aa3 605 
KCN (1 mM)  220 85 ± 6 95 ± 5 94 ± 6 
Antimicina (1.5 M)  220 79 ± 5 - - 
GSNO (500 M)  220 71 ± 5 78 ± 6 41 ± 3 
GSNO (500 M)  30 71 ± 4 89 ± 4 61 ± 6 
  
 
 Estos resultados confirman que la inhibición de la citocromo oxidasa depende de la 
relación [O2]/[NO] (Cleeter et al., 1994; Brown y Cooper, 1994; Takehara et al., 1995; 
Antunes et al., 2004; 2007) y muestran que la inhibición del complejo III por el NO es 
independiente de la [O2] o de la relación [O2]/[NO]. En conjunto, estos valores verifican la 
existencia de dos sitios de interacción para el NO: el conocido centro CuB/hemo a3 en la 







1.3. Determinación de la producción de O2
- y de H2O2 
Se estudiaron los efectos de la inhibición de la transferencia de electrones en el 
complejo III mitocondrial por el NO, aportado por el GSNO, sobre la producción de O2
- y 
H2O2. 
 En presencia de succinato, las SMP de corazón produjeron 0.80 ± 0.05 nmol O2
-  
min-1  mg proteína-1. Dicha velocidad de generación se incrementó en forma hiperbólica 
cuando las SMP fueron preincubadas en presencia de GSNO 50 a 500 M (Figura 53), 
resultando significativamente mayores a la producción en ausencia de GSNO a partir de 
GSNO 200 M (0.5 M NO). 















































Figura 53. Efecto del GSNO sobre la velocidad de producción de O2
-. Las SMP (1 mg 
proteína  ml-1) se preincubaron 2 min en presencia de GSNO 50-500 M. Las SMP 
preincubadas (0.01-0.05 mg proteína  ml-1) se transfirieron al medio de reacción, como 
se describe en «Materiales y Métodos». Los valores obtenidos a partir de GSNO 200 M 
fueron estadísticamente diferentes (p<0.05) al control (0 M GSNO). 
  
 La máxima velocidad de producción de O2
- (1.27 ± 0.08 nmol  min-1  mg 




(1.3 M NO). Dicha velocidad representó un 53% de la producción total registrada en 
presencia del inhibidor del sitio Qi antimicina (1.5 M), la cual fue de 2.4 ± 0.2 nmol  
min-1  mg proteína-1. 
 Por otro lado, la Figura 54 muestra la velocidad de producción de H2O2 por las SMP 
preincubadas en ausencia (0.40 ± 0.03 nmol H2O2  min
-1  mg proteína-1) o presencia de 
















































Figura 54. Efecto del GSNO sobre la velocidad de producción de H2O2. Las SMP (1 mg 
proteína  ml-1) se preincubaron 2 min en presencia de GSNO 50-500 M. Las SMP 
preincubadas (0.01-0.05 mg proteína  ml-1) se transfirieron al medio de reacción, como 
se describe en «Materiales y Métodos». Los valores obtenidos a partir de GSNO 200 M 
fueron estadísticamente diferentes (p<0.05) al control (0 M GSNO). 
  
 Análogamente a la producción de O2
-, las velocidades de producción de H2O2 se 
incrementaron en forma dependiente de la [GSNO]0, siendo estadísticamente 
significativas respecto al control a partir de GSNO 200 M (0.5 M NO). La máxima 
velocidad de producción, registrada a GSNO 500 M (1.3 M NO), también resultó un 




 Las velocidades de generación de O2
- (Figura 53) y de H2O2  (Figura 54) por las 
SMP expuestas a GSNO se correlacionaron linealmente (r
2= 0.993; Figura 55). En 
condiciones fisiológicas, el H2O2 se produce por dismutación del O2
-, reacción catalizada 
por la SOD. Por ello, la estequiometria de la reacción entre O2
- y H2O2 resulta 2:1. La 
pendiente del gráfico incluido en la Figura 55 es 1.98, de acuerdo con la estequiometria 
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Figura 55.  Correlación lineal (r2 = 0.993; p<0.0001) entre las velocidades de producción 
de O2
- y de H2O2.  
   
  
 Interesantemente, el incremento en la velocidad de producción de O2
- y la 
inhibición de la actividad del complejo II-III, ambos expresados como porcentajes de los 
valores registrados en ausencia de GSNO (Figura 56), mostraron una correlación lineal 
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Figura 56. Correlación lineal (r2 = 0.965; p<0.0005) entre el incremento en la velocidad 
de producción de O2
- y la inhibición de la actividad de succinato:citocromo c reductasa, 




 De esta forma, la inhibición de la transferencia de electrones en la cadena 
respiratoria mitocondrial incrementa la generación de especies reactivas del oxígeno. 
Conforme el sitio de bloqueo, se favorece la acumulación de componentes en estado 
reducido e inhabilitados de ceder sus electrones al próximo aceptor. Los componentes 
reducidos pueden autoxidarse para generar O2
-; y este último, por acción de la SOD, 
dismutar a H2O2. En este escenario, la formación de UQH
, especie común en ambos 
procesos, podría ser el intermediario involucrado, siendo ésta la principal fuente de 
producción de O2








1.4. Detección de ubisemiquinona en SMP de corazón 
 La ubisemiquinona (UQH), producto de la reducción univalente de la ubiquinona o 
de la oxidación parcial del ubiquinol, se genera transitoriamente durante la transferencia 
de electrones en el complejo III. Por su naturaleza de radical libre, puede ser detectada 
mediante espectroscopia de resonancia paramagnética electrónica (EPR). 
 Con el objetivo de optimizar los parámetros del espectrómetro y el diseño 
experimental para identificar la señal de EPR correspondiente a la UQH en las partículas 
submitocondriales, se tomó como prototipo la reacción entre un análogo soluble del 
ubiquinol, el duroquinol (DQH2), y el NO. La oxidación parcial del DQH2 por el NO 
produce el radical durosemiquinona (DQH), relativamente estable, el cual puede ser 
detectado por EPR, a temperatura ambiente. La Figura 57 muestra el espectro obtenido 
luego de adicionar un exceso de GSNO (7.5 mM), como fuente de NO, a una solución de 
DQH2 85 M. La señal centrada a g = 2.03 es compatible con el radical DQH
. Los 
parámetros instrumentales que resultaron apropiados para el registro fueron: potencia de 
microonda 30 mW, amplitud de modulación 10 G, constante de tiempo 10.24 ms y 20 
escaneos. Dichos parámetros se utilizaron para los ensayos posteriores con las muestras 
biológicas.  
 
Figura 57. Señal de EPR de DQH generada por la reacción entre el DQH2 (85 M) y el 
NO, liberado a partir de GSNO 7.5 mM. Parámetros instrumentales: potencia de 
microonda 30 mW, amplitud de modulación 10 G, constante de tiempo 10.24 ms, 20 
escaneos, temperatura ambiente.  
  
 Luego, se procedió a la detección del radical UQH generado en las SMP, mediante 
la adición de succinato al medio de reacción, en ausencia o presencia de inhibidores de 
la cadena de transferencia de electrones mitocondrial. Los efectos de los mismos se 






la altura de las señales (h0) de EPR a g = 1.99, calculadas considerando los registros 




Figura 58. Espectros de EPR de SMP (25-35 mg proteína  ml-1) adicionadas con 
succinato 175 mM (B) e inhibidores de la cadena de transferencia de electrones 
mitocondrial (C-G): Agregados: KCN 1 mM (C), 1 nmol antimicina  mg proteína-1 (D), 
KCN 1 mM más 1 nmol antimicina  mg proteína-1 (E), 1 nmol mixotiazol  mg proteína-1 
más 1 nmol antimicina  mg proteína-1 (F). Controles: buffer MST sin agregados (A) y 
«SMP hervidas» más 1 nmol antimicina  mg proteína-1 (G). Parámetros instrumentales: 
potencia de microonda 30 mW, amplitud de modulación 10 G, constante de tiempo 10.24 




























Tabla 16. Efecto de KCN, antimicina, GSNO y GSH sobre la señal de EPR de UQH 
Condición h0 
(104 UA  mg proteina-1) 
Área  
(104 UA) 
Succinato, control 6.18 ± 0.37 1.03 ± 0.07 
+ KCN 6.26 ± 0.22 1.22 ± 0.03 
+ antimicina 8.79 ± 0.41** 2.09 ± 0.08** 
+ KCN + antimicina 6.52 ± 0.37 1.32 ± 0.02* 
+ GSNO 8.23 ± 0.30* 1.84 ± 0.06** 
+ GSNO (atmósfera de N2) 7.74 ± 0.28* 2.63 ± 0.05** 
+ GSH 4.95 ± 0.07 0.98 ± 0.05 
Las SMP (25-35 mg proteína  ml-1) se adicionaron con succinato 175 mM y se incubaron 
en ausencia o presencia de KCN (1 mM), antimicina (1 nmol  mg proteína-1), GSNO 
(500 M) o GSH 500 M.  
Estadísticamente diferente (*p<0.05, **p < 0.01) respecto a succinato.  
 
 
Cabe mencionar que la concentración de especies radicales libres es directamente 
proporcional al área bajo la curva de absorción de radiación, la cual se obtiene por doble 
integración del espectro de EPR (Tabla 16). Los resultados analizados en términos de 
área bajo la curva muestran el mismo efecto que aquellos analizados en términos de 
altura de señal a g = 1.99. Sin embargo, en las condiciones experimentales del presente 
trabajo, el área bajo la curva cuantificada por la doble integración no resultó confiable 
debido a la complicada línea de base de los espectros de EPR, situación compatible con 
la complejidad de las muestras biológicas analizadas. En estas condiciones, los valores 
de integración pueden ser mal interpretados y resulta más conveniente la cuantificación 
de la señal de EPR a partir de la medición de la altura de la misma (h0), considerando un 
conjunto de espectros caracterizados por la misma línea de base (Berliner y Reuben, 
2006). Teniendo en cuenta que los resultados no se utilizaron con el objeto de cuantificar 
la concentración de UQH, se escogió la altura de la señal a g = 1.99 como parámetro 
para comparar, en forma relativa, el efecto del NO y otros inhibidores de la transferencia 
de electrones sobre la generación de UQH. 
 Así, considerando los registros típicos incluidos en la Figura 58 y las alturas de las 
señales incluidas en la Tabla 16 se puede observar que las SMP incubadas en presencia 




Tabla 16) atribuible a la UQH implicada en el ciclo Q de la transferencia de electrones en 
el complejo III (Mitchell, 1975; Crofts, 2004). Esta señal no se modificó por la adición de 
KCN (Figura 58.C; Tabla 16), pero resultó un 42% más alta que el control cuando se 
adicionó antimicina en el medio de reacción (Figura 58.D; Tabla 16). Además, cuando se 
adicionaron simultáneamente antimicina y KCN, la señal centrada a g = 1.99 disminuyó 
alrededor de un 26% (Figura 58.E; Tabla 16) comparada con la señal registrada en 
presencia de antimicina únicamente (Figura 58.D). En este caso, la atenuación de la 
señal de UQH se explica considerando el incremento en la concentración en estado 
estacionario del citocromo c reducido debido a la adición de KCN y el papel del 
citocromo c3+ en la oxidación del UQH2 a UQH
 (Boveris et al., 1976; Cadenas y Boveris, 
1980). La incubación de las SMP con antimicina más mixotiazol, inhibidor clásico del sitio 
Qo, inhibió la formación de UQH
 (Figura 58.F), conforme con el bloqueo de la oxidación 
del UQH2 descripto para el mixotiazol (Turrens et al., 1985). La señal de UQH
 no se 
registró cuando las SMP fueron previamente expuestas al calor, sugiriendo que la señal 
es dependiente de actividades enzimáticas (Figura 58.G). 
 Por otro lado, cuando las SMP se incubaron durante 1 min en presencia de GSNO, 
la señal de EPR centrada en g = 1.99 se incrementó alrededor de un 33% (Figura 59.B; 
Tabla 16), comparada con la señal obtenida en presencia de succinato solamente (Figura 
59.A; Tabla 16). Esta observación puede explicar, al menos en parte, el incremento en 
las producciones de O2
- y H2O2, dependiente de NO, mostrados en las Figuras 53 y 54. 
Para descartar una posible interferencia del GSH, utilizado en la síntesis del GSNO, se 
adicionó GSH 500 M durante el mismo tiempo de incubación. La Figura 59.C y la Tabla 
16 muestran que la señal a g = 1.99 obtenida en presencia de GSH no difiere 
significativamente de la obtenida en condiciones control (Figura 59.A). Cuando se 
adicionaron simultáneamente GSNO y mixotiazol al medio de reacción, no se detectó la 
señal centrada en g = 1.99 (Figura 59.D), efecto similar al observado tras la adición 
simultánea de antimicina y mixotiazol (Figura 58.F). La señal de UQH obtenida en 
presencia de GSNO no se registró si las SMP se trataron previamente con calor (Figura 
59.E). Con el objeto de distinguir si las señales de EPR podían ser consecuencia del 
efecto de alguna especie química generada como consecuencia de la reacción entre el 
NO y el O2, se obtuvieron los espectros de EPR bajo atmósfera de N2. En esta condición 
experimental, la señal de EPR (Figura 59.F; Tabla 16) fue similar a la observada en 
condiciones de [O2] atmosférico (Figura 59.B), sugiriendo que las señales observadas no 






Figura 59. Espectros de EPR de SMP (25-35 mg proteína  ml-1) adicionadas con 
succinato 175 mM (A) en presencia de GSNO 500 M (B, D-F) o GSH 500 M (C), en 
condiciones de [O2] atmosférico (A-E) o bajo atmósfera de N2 (F). Agregados: GSNO 
500 M en condiciones de [O2] atmosférico (B); GSH 500 M (C); GSNO 500 M más 
1 nmol mixotiazol  mg proteína-1 (D); «SMP hervidas» más GSNO 500 M (E) y GSNO 
500 M bajo atmósfera de N2 (F). Parámetros instrumentales: potencia de microonda 
30 mW, amplitud de modulación 10 G, constante de tiempo 10.24 ms, 50 escaneos, 
temperatura ambiente. 
 
La incubación de las SMP con GSNO durante 5 min, llevó a la detección de una 
señal adicional a g = 2.02, compatible con UQH. En la Figura 60.A se muestra el 
espectro obtenido a 5 min de incubación, observándose no sólo la señal a g = 1.99 sino 
también la señal a g = 2.02. En la Figura 60.B se muestra el espectro resultante de la 
diferencia entre los espectros registrados a 5 y 1 min de incubación con GSNO. Como 
puede observarse, la señal a g = 1.99 desapareció en la sustracción, indicando que no 
existen modificaciones en dicha señal entre los tiempos ensayados. La aparición de la 
señal a g = 2.02 sugiere la posible participación de dos pooles de ubiquinona/ubiquinol 






















Figura 60. A. Espectro de EPR de SMP (25-35 mg proteína  ml-1) incubadas durante 
5 min con succinato 175 mM en presencia de GSNO 500 M. B. Espectro de EPR 
resultante de la diferencia entre el registro mostrado en A y el obtenido a 1 min de 
incubación (Figura 61.B). Parámetros instrumentales: potencia de microonda 30 mW, 





2. Efectos del NO liberado por la SPER-NO sobre el área ubiquinona:citocromo b 
 A fin de constatar si los resultados obtenidos en presencia de GSNO podían 
reproducirse utilizando una fuente inequívoca de NO, se analizó el efecto del dador 
SPER-NO. El estudio se focalizó en las actividades de succinato:citocromo c reductasa y 
succinato:Q reductasa, indicadoras de la inhibición de la transferencia de electrones, y de 
la formación de UQH (señal de EPR), precursora de la generación de O2
-. 
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 La Figura 61 muestra que el NO liberado por la SPER-NO inhibió la actividad de 
succinato:citocromo c reductasa en las SMP de corazón bovino, en forma dependiente de 
la concentración.  
 
 
Figura 61. Efecto de SPER-NO sobre la actividad de succinato:citocromo c reductasa 
(complejo II-III) y succinato:coenzima Q reductasa (complejo II). Las SMP (0.01-0.03 mg 
proteína  ml-1) se adicionaron al medio de reacción, conforme se detalla en «Materiales 
y Métodos». Inserto: detección de UQH por EPR. Las SMP (25-35 mg proteína  ml-1) 
suspendidas en buffer MST y adicionadas con succinato 175 mM se expusieron a 
SPER-NO 30 M. Parámetros instrumentales: potencia de microonda 30 mW, amplitud 
de modulación 10 G, constante de tiempo 10.24 ms, 50 escaneos, temperatura ambiente.  
  
 Tal como se mencionó anteriormente (ítem 1.1.1), la actividad de complejo II-III en 
SMP, en ausencia de dador, fue de 222 ± 4 nmol  min-1  mg proteína-1. En presencia de 
concentraciones crecientes de SPER-NO, la actividad de dicho complejo decayó en 
forma hiperbólica, registrándose una inhibición máxima del 48% a 30 M de SPER-NO. 
Se realizaron experimentos control utilizando espermina 30 M, los cuales mostraron que 
la amina base no es capaz de inhibir la actividad del complejo II-III (224 ± 6 nmol  min-1 

























































 Por otro lado, y en forma similar a lo observado cuando se utilizó GSNO como 
fuente de NO (ítem 1.1.1), la exposición de las SMP a [SPER-NO]0  30 M no produjo 
cambios en la actividad de succinato:coenzima Q reductasa (220 ± 9 nmol  min-1  mg 
proteína-1; Figura 61), confirmando que el NO no inhibe la actividad del complejo II y que 
en estas condiciones experimentales estaría interaccionando con el complejo III. 
 En cuanto a la formación de UQH, las SMP incubadas en presencia de succinato y 
SPER-NO 30 M mostraron una señal de EPR a g = 1.99 (Figura 61, inserto) similar a la 
registrada en presencia de antimicina (Figura 58.D) o GSNO (Figura 59.B). La altura de 
dicha señal resultó de (8.38  0.39)  104 UA  mg proteína-1, siendo alrededor de un 
34% mayor a la observada en presencia de succinato (Tabla 16). 
 De acuerdo a los resultados presentados en Resultados I (Sección 2), se calcularon 
las [NO] correspondientes a las [SPER-NO]0 ensayadas. En la Tabla 17 se informan las 
concentraciones estimadas en el medio de reacción, a los 2 min de incubación. Dichas 
concentraciones se obtuvieron considerando los resultados obtenidos con el método 
espectrofotométrico de oxidación de HbO2, tanto en ausencia como en presencia de 
membranas mitocondriales, y con el electrodo sensible a NO, en ausencia de 
membranas (Tabla 11, Resultados I).  
 











 De esta forma, la máxima inhibición en la actividad de succinato:citocromo c 
reductasa (48%), registrada en presencia de 30 M SPER-NO, se corresponde a una 
[NO] en el medio de reacción de aproximadamente 1.1 M. Asimismo, una inhibición 
estadísticamente significativa (20%) en dicha actividad se alcanzó a ~0.20 M NO, 
aportado por SPER-NO 5 M. Por otro lado, una [NO] ~1.1 M ([SPER-NO]0 = 30 M) 
incrementó un 34% la señal de EPR compatible con la generación de UQH. Estos 
resultados están de acuerdo con aquellos obtenidos  al utilizar GSNO como fuente de 
NO, no sólo en cuanto a los efectos observados sobre el complejo III de las SMP sino 




3. Efecto del NO aportado por GSNO o SPER-NO sobre la producción de H2O2 en 
mitocondrias acopladas de corazón   
 Con el objetivo de conocer si el efecto inhibitorio del NO sobre el área 
ubiquinona:citocromo b detectado en las SMP se observa también en mitocondrias 
intactas, se adicionó GSNO 500 M o SPER-NO 30 M sobre mitocondrias acopladas de 
corazón de rata, y se determinó la producción de H2O2 en presencia de succinato y 
rotenona en el medio de reacción. Cabe mencionar que el agregado de rotenona 
minimiza la producción H2O2 debida al flujo reverso de electrones hacia el complejo I.  
  
 
Tabla 18. Efecto de GSNO, SPER-NO y antimicina sobre la producción de H2O2 por 
mitocondrias acopladas de corazón. 
Condición Velocidad de producción de H2O2 
(nmol  min-1  mg proteína-1) 
Mitocondrias acopladas, control 0.40 ± 0.04 
+ GSNO 500 M  0.68 ± 0.07** 
+ SPER-NO 30 M  0.69 ± 0.03** 
+ antimicina 1.5 M  0.71 ± 0.06** 
Estadísticamente diferente (**p<0.01) respecto al control  
 
 La Tabla 18 muestra que la velocidad de producción de H2O2 por el complejo III, en 
mitocondrias intactas, fue de 0.40  0.04 nmol H2O2  min
-1  mg proteína-1. La 
preincubación de las mitocondrias acopladas durante 2 min en presencia de GSNO 
500 M (1.3 M NO) o SPER-NO 30 M (1.1 M NO) incrementó la generación de 
H2O2 alrededor de 72-74%. Este incremento fue similar al registrado cuando las 
mitocondrias se preincubaron en presencia de antimicina. Estos resultados están de 
acuerdo con aquellos obtenidos utilizando SMP (Figura 54) y con el concepto de 
actividad funcional de la mtNOS: en mitocondrias acopladas, la actividad de dicha enzima 
puede evaluarse a través de los efectos producidos por su producto, el NO, sobre la 











EFECTOS DEL NO PER SE SOBRE EL COMPLEJO III MITOCONDRIAL 
 
1. Efecto del NO endógeno sobre la actividad de succinato:citocromo c reductasa 
 Dado que las mitocondrias producen NO en presencia de L-arginina, O2, Ca
2+ y 
NADPH, a través de la reacción catalizada por la mtNOS (Giulivi et al., 1998; Ghafourifar 
y Richter, 1997; Kanai et al., 2001), se evaluó el efecto del NO producido 
endógenamente sobre la transferencia de electrones en el área ubiquinona:citocromo b 
de la cadena respiratoria mitocondrial. Para ello se determinó la actividad del complejo 
II-III en SMP preincubadas durante 3 min, a 30 °C, en ausencia y en presencia de 
sustratos y cofactores de la mtNOS.  
 
 
Tabla 19. Actividad de succinato:citocromo c reductasa de SMP expuestas a sustratos y 
cofactores o inhibidor de la mtNOS.  
Condición 
Actividad de succinato:citocromo c reductasa 
(nmol  min-1  mg proteína-1) 
SMP, control 222 ± 4 
     + L-arginina + Ca2+ + NADPH  141 ± 8* 
     + L-NMMA + Ca2+ + NADPH  214 ± 6 
Adiciones: L-arginina 1 mM, L-NMMA 2 mM, Ca2+ 1 mM, NADPH 100 M 
Estadísticamente diferente (*p < 0.01) respecto al control  
 
 
 Los resultados incluidos en la Tabla 19 muestran que la actividad de 
succinato:citocromo c reductasa de SMP preincubadas en presencia de L-arginina, 
NADPH y Ca2+ resultó 36% más baja que la actividad detectada cuando las SMP se 
preincubaron en ausencia de sustratos y cofactores de la mtNOS (control). Por el 
contrario, no se observó la inhibición de la actividad del complejo II-III cuando las SMP se 
preincubaron en ausencia del sustrato L-arginina pero en presencia del inhibidor 
competitivo de las NOS, L-NMMA. Estos datos sugieren que el efecto inhibitorio 




2. Efectos del NO exógeno sobre el complejo III mitocondrial 
 Se evaluaron los efectos del NO en solución acuosa sobre preparaciones 
mitocondriales conteniendo el complejo bc1. Se utilizaron preparaciones de distinta 
complejidad, a saber: mitocondrias acopladas, SMP y fracción enriquecida en complejo 
III, según la determinación a realizar. La solución del gas se obtuvo por burbujeo de NO 
generado químicamente en el laboratorio o a partir de una mezcla gaseosa comercial de 
NO al 10% (balance N2; Linde), bajo atmósfera de N2. La [NO] en la solución madre se 
determinó espectrofotométricamente, mediante el ensayo de oxidación de la HbO2; las 
concentraciones de NO en el medio de reacción se lograron por dilución de dicha 
solución madre, inyectándose un bolo de NO sobre las muestras biológicas. 
 
 
2.1. Efecto del NO sobre la actividad de succinato:citocromo c reductasa  
 Se analizó el efecto del NO per se sobre la transferencia de electrones en el 
complejo III, evaluando la actividad de succinato:citocromo c reductasa en SMP de 
corazón bovino.  
En primera instancia se utilizó una solución acuosa del gas obtenida por burbujeo 
de NO generado en el laboratorio, mediante la reducción de NO3
- en medio ácido 
(Materiales y Métodos, Sección 2.3). Como puede observarse en la Tabla 20, la actividad 
de complejo II-III en las SMP se inhibió 49% en presencia de NO 5 M y 57% cuando las 
membranas mitocondriales se expusieron a NO 10 M.  
 
Tabla 20. Efecto del NO per se sobre la actividad de complejo II-III en SMP 
Condición 
Actividad de succinato:citocromo c reductasa  
(nmol  min-1  mg proteína-1) 
Fuente de NO 
Generación química Comercial 
SMP, control 216 ± 5 216 ± 5 
+ NO 1 M ND 193 ± 11 
+ NO 5 M 110 ± 6* 144 ± 2* 
+ NO 10 M 93 ± 8* 102 ± 8* 





Con el fin de tener un mayor control en la calidad y concentración de la solución de 
NO, se decidió continuar el estudio utilizando una solución de NO obtenida a partir de 
una mezcla gaseosa comercial de NO al 10% (balance N2; Linde). La actividad de 
succinato:citocromo c reductasa, determinada en SMP de corazón bovino, se redujo 
11%, 33% y 53% en presencia de NO 1, 5 y 10 M, respectivamente (Tabla 20). Así, la 
inhibición de la transferencia de electrones en el área ubiquinona:citocromo c reductasa 
se observó no solo al utilizar la solución preparada a partir de NO generado 
químicamente en el laboratorio, sino también mediante el uso de la solución de NO 
obtenida a partir de la mezcla de NO comercial.  
De esta forma, los resultados muestran que la exposición de las SMP a un bolo de 
NO produce, al menos en cuanto a la inhibición de la actividad de succinato:citocromo c 
reductasa, un efecto similar al obtenido con los dadores GSNO y SPER-NO 
(Resultados II).  
Conforme lo observado, se decidió continuar el estudio utilizando la solución 
acuosa de NO obtenida a partir de la mezcla gaseosa comercial de NO al 10% (balance 
N2), analizándose el efecto de la adición en NO en bolo sobre mitocondrias intactas de 
corazón de rata, haciendo hincapié en la determinación de la producción de H2O2, el 
consumo de O2 y el potencial de membrana mitocondrial.  
 
 
2.2. Efecto del NO sobre la producción de H2O2  
La producción de H2O2 por el complejo III en mitocondrias de corazón de rata se 
determinó en presencia de succinato y rotenona en el medio de reacción. La presencia 
de rotenona permite minimizar la producción H2O2 debida al flujo reverso de electrones 
hacia el complejo I. Las mitocondrias se expusieron a concentraciones de NO  1 M, ya 
que [NO] = 1 M correspondería a la concentración de NO estimada cuando se utiliza 
GSNO 500 M o SPER-NO 30 M (Resultados I). La Tabla 21 muestra que la exposición 
a NO 0.5 M aumentó la velocidad de producción de H2O2 en un 55% respecto a la 
registrada en ausencia de NO (control). Cuando la [NO] fue 1 M, la producción de H2O2 
resultó 2.8 veces mayor a la control. Con fines comparativos, se determinó la velocidad 
de producción de H2O2 en presencia de antimicina, la que resultó ser 3 veces mayor a la 
producción control. De esta forma, la actividad registrada en presencia de NO 1 M, fue 







Tabla 21. Efecto del NO sobre la producción de H2O2 por mitocondrias acopladas de 
corazón de rata 
Condición 
Producción de H2O2 
(nmol  min-1  mg proteína-1) 
Mitocondrias acopladas, control 0.40 ± 0.03 
+ NO 0.5 M  0.62 ± 0.06* 
+ NO 1.0 M  1.13 ± 0.07** 
+ antimicina 1.5 M  1.24 ± 0.08** 
Estadísticamente diferente (*p<0.05; **p<0.01) respecto al control  
 
 
2.3. Efecto del NO sobre la generación de ubisemiquinona 
 Teniendo en cuenta el incremento observado en la velocidad de producción de 
H2O2 debido a la presencia de NO, se analizó el efecto del gas sobre la [UQH
●]ss, sustrato 
para la producción de O2
●- y, por dismutación de este último, H2O2.  
En la Tabla 22 puede observarse que la altura de la señal de EPR centrada en 
g = 1.99 en las SMP expuestas a NO 1 M fue 37% mayor que el valor registrado en 
presencia de succinato solamente (control). Dicha señal es compatible con la generación 
de UQH●. 
 
Tabla 22. Efecto de NO y antimicina sobre la señal de EPR de UQH 
Condición h0 
(104 UA  mg proteina-1) 
Succinato, control 5.91 ± 0.15 
+ NO (1 M) 8.10 ± 0.37* 
+ antimicina (1 nmol  mg proteína-1) 12.3 ± 0.20* 
Las SMP (25-35 mg proteína  ml-1) se adicionaron con succinato 175 mM y se incubaron 
en ausencia o presencia de NO o de antimicina.   
Estadísticamente diferente (*p < 0.01) respecto a succinato.  
 
 En presencia de antimicina, condición que maximiza la estabilización de la UQH●, la 




ausencia de inhibición (control). Asi, la adición de NO 1 M produjo un 66% del máximo 
efecto obtenido por acción de la antimicina.    
 En línea con los resultados obtenidos al utilizar GSNO o SPER-NO como fuentes 
de NO, la adición de la solución de NO en forma de bolo también promueve el aumento 
en la [UQH●]ss, justificando el incremento en la velocidad de producción de H2O2. 
 
 
2.4. Efecto del NO sobre el consumo de O2  
 El consumo de O2 por mitocondrias de corazón de rata se determinó en un medio 
conteniendo succinato, como sustrato del complejo II, y rotenona, a fin de minimizar el 
flujo reverso de electrones hacia el complejo I mitocondrial.  
  
 
Figura 62. Trazo representativo del consumo de O2 por mitocondrias de corazón de rata. 
La suspensión de mitocondrias (0.2 mg proteína  ml-1) se adicionó con succinato 7 mM. 
Posteriormente se agregó ADP 0.5 mM, NO 1 M y HbO2 40 M. Las pendientes 
registradas en cada condición experimental se indican sobre el trazo.  
 
En la Figura 62 se muestra un trazo representativo en el cual puede observarse el 
consumo de O2 por la suspensión mitocondrial, tras la adición de succinato, como 
resultado de la respiración pasiva o estado 4. El agregado de ADP estimuló la respiración 
debido a la síntesis de ATP, lográndose el estado 3, o respiración activa. La respiración 
mitocondrial es regulada no sólo por las concentraciones de O2 y ADP sino también por 
los niveles de NO (Boveris et al., 2000). Como puede observarse, la adición en bolo de 
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inhibición registrada fue revertida parcialmente tras la adición del potente atrapador de 
NO, HbO2. 
En la Tabla 23 se informan las velocidades de consumo de O2, registradas en las 
condiciones ensayadas, de 4 experimentos independientes.  
 
Tabla 23. Efecto del NO sobre la velocidad de consumo de O2 por mitocondrias 
acopladas de corazón de rata 
Condición 
Consumo de O2 
(ng-átomo O  min-1  mg proteína-1) 
Estado 4    44 ± 4 
Estado 3 113 ± 3 
NO (1 M)    53 ± 5* 
HbO2 (40 M) 102 ± 3 
Estadísticamente diferente (*p < 0.01) respecto a estado 3.  
 
Las mitocondrias de corazón energizadas con succinato mostraron un control respiratorio 
(cociente de velocidades estado 3/estado 4) igual a 2.6. El agregado de NO 1 M inhibió 
la respiración en estado 3 en un 53%. Sabiendo que el NO ejerce sus efectos inhibitorios 
sobre la citocromo oxidasa, en forma competitiva con el O2, y sobre el complejo III, se 
determinó la velocidad de consumo de O2 luego del agregado de HbO2 (40 M). En estas 
condiciones, se observó que 90% del consumo de O2 registrado en estado 3 se 
restableció mediante el agregado de HbO2, mientras que el 10% restante resultó 
insensible al atrapamiento de NO con HbO2. Estos resultados sugieren que el NO 
interacciona en un sitio, distinto al complejo IV, cuya inhibición no es revertida por HbO2 
en estas condiciones experimentales. Dicha observación es compatible con el efecto 
inhibitorio del NO sobre el área ubiquinona:citocromo b. 
 
 
2.5. Efecto del NO sobre el potencial de membrana interna mitocondrial 
 En las mitocondrias, la transferencia de electrones se acopla a la translocación de 
H+, generándose una diferencia de cargas a ambos lados de la membrana interna 
mitocondrial que se traduce en una diferencia de potencial eléctrico (Δ). Esta diferencia 
puede cuantificarse espectrofluorométricamente utilizando la sonda catiónica 
rodamina-123 (Rho-123), la cual se acumula en la mitocondria de acuerdo a la ecuación 
de Nernst. La internalización de la sonda por las mitocondrias, debido a un incremento en 




el Δ lleva a un aumento en la intensidad de fluorescencia (Emaus et al., 1986; Scaduto 
y Grotyohann, 1999; Valdez et al., 2006). 
 En la Figura 63 se muestran los valores de Δ de mitocondrias de corazón de rata 
energizadas con succinato, no expuestas y expuestas a una solución de NO 0.5 M, 
tanto en estado 4 como en estado 3.  
 
 
Figura 63. Efecto del NO sobre el Δ de mitocondrias de corazón de rata. La suspensión 
de mitocondrias (0.1-0.3 mg proteína  ml-1) se adicionó con succinato 7 mM, a fin de 
establecer el estado 4. La adición de ADP 0.5 mM permite establecer el estado 3. La 
adición de NO (0.5 M) se llevó a cabo tal como se describe en «Materiales y Métodos». 
 
Como puede observarse, la exposición a NO de mitocondrias respirando en estado 4 no 
produjo cambios significativos en el Δ; sin embargo, las mitocondrias expuestas a NO 
0.5 M y respirando activamente presentaron un Δ 7% mayor que las mitocondrias 
respirando en estado 3 en ausencia de NO. La transición del estado 4 al estado 3 en 
ausencia de NO, produjo una disminución de 35 mV en el Δ; mientras que en presencia 
de NO, la caída en el Δ fue de 25 mV. Así, las mitocondrias expuestas a NO muestran 
una menor diferencia (30% menor) en el potencial de membrana cuando se lleva a cabo 
la transición desde el estado 4 al estado 3. Este hecho se traduce en una menor 
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3. Efectos del NO sobre la fracción mitocondrial enriquecida en complejo III  
 Con el objeto de profundizar el análisis de la interacción del NO en el área 
ubiquinona:citocromo b de la cadena respiratoria mitocondrial, se llevó a cabo el 
aislamiento del complejo III, obteniéndose una fracción proteica enriquecida en dicho 
complejo enzimático. El procedimiento se realizó de acuerdo a la técnica descripta en 
Materiales y Métodos (Sección 1.5), a partir de ventrículo izquierdo de corazón bovino 
como fuente de mitocondrias; el procesamiento de las mitocondrias aisladas utilizando 
detergente, la precipitación selectiva y la centrifugación diferencial permitió la separación 




3.1. Caracterización de la fracción enriquecida en complejo III mitocondrial: 
contenido de citocromos y actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa 
 El complejo III mitocondrial cataliza la transferencia de electrones desde el 
ubiquinol hacia el citocromo c soluble, mediante la oxido-reducción de sus grupos 
prostéticos: un cluster Fe2-S2, un citocromo tipo c (citocromo c1) y dos citocromos tipo b 
(citocromo b562 y b566). Los citocromos pueden identificarse y cuantificarse mediante 
espectroscopia de absorción visible.  
 A fin de caracterizar la fracción enriquecida en complejo III, se determinó 
espectrofotométricamente el contenido de citocromos c1 y b. Los espectros de 
absorbancia de la suspensión se registraron, en primera instancia, en presencia de O2; 
luego, el agregado de ditionito de sodio permitió obtener los registros de absorbancias 
correspondientes a la muestra en estado reducido. Así, se obtuvieron espectros 
diferenciales reducido-oxidado, a partir de los cuales se identificaron los picos 
correspondientes a los citocromos b (562 nm) y c1 (550 nm). En la Figura 64 se muestra 
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Figura 64. Espectro ( = 500-600 nm) representativo de la fracción enriquecida en 
complejo III (1 mg proteína  ml-1). Los valores de absorbancia se obtuvieron por 
diferencia del espectro obtenido en presencia de ditionito de sodio (estado reducido) y el 
obtenido en presencia de O2 (estado oxidado).  
 
 
 La cuantificación de los citocromos en la fracción enriquecida en el complejo III se 
realizó teniendo en cuenta los valores de absorbancia correspondientes a la altura de los 
picos registrados en los espectros diferenciales y los coeficientes de absorción molar. 
Los resultados se muestran en la Tabla 24. Se puede ver que la relación citocromos 
b:citocromo c1 es igual a 1.98, conforme a la estequiometria del complejo bc1: 2 
citocromos b por cada citocromo c1, sugiriendo la conservación de la estructura 
























Tabla 24. Contenido de citocromos en la fracción enriquecida en complejo III mitocondrial 
Citocromo 
Concentración 
(nmol  mg proteína-1) 
b (562-575 nm) 3.19 ± 0.09 
c1 (550-540 nm) 1.61 ± 0.04 
 
 
 Por otro lado, se evaluó la funcionalidad de la muestra mediante la determinación 
de la actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa. La fracción enriquecida en 
complejo III fue capaz de reducir el citocromo c soluble, utilizando decilubiquinol como 
sustrato, a una velocidad de 12.9 ± 0.6 mol  min-1  mg proteína-1.   
De esta forma, se obtuvo una muestra enriquecida en complejo III mitocondrial que 
conserva no sólo la estructura sino también la actividad enzimática. Dicha preparación se 
utilizó en experimentos ulteriores a fin de analizar el efecto del NO sobre la transferencia 
de electrones en el complejo bc1 e identificar el sitio probable de interacción. 
 
 
3.2. Efecto del NO sobre la actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa de la 
fracción enriquecida en complejo III mitocondrial  
 Se analizó el efecto del NO per se sobre la transferencia de electrones en el 
complejo bc1. La suspensión conteniendo la fracción enriquecida en el complejo III se 
expuso a concentraciones de NO comprendidas en el rango de 0.5 a 10 M y se evaluó 
la actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa (Figura 65). Dicha  actividad (12.9 ± 
0.6 mol  min-1  mg proteína-1) se inhibió un 34% por exposición a NO 0.5 M. A partir 
de NO 1 M se registró una inhibición de la actividad del 53% que llega a un máximo del 
56% a una [NO] = 10 M. Así, la curva ajustada a los resultados experimentales (Figura 
65) responde a un modelo de decaimiento hiperbólico. El efecto máximo en la inhibición 
de la transferencia de electrones se alcanza alrededor de 1 M de NO, concentración 
que concuerda con la obtenida al utilizar los dadores GSNO y SPER-NO. La [NO] que 
produce la mitad del efecto inhibitorio máximo sobre la actividad de 
























































Figura 65. Efecto del NO per se sobre la actividad de decilubiquinol:citocromo c 
reductasa (complejo III). La fracción enriquecida en complejo III (0.1 mg proteína  ml-1) 
se expuso a NO 0.50-10 M y posteriormente se agregó al medio de reacción (0.4-1.0 g 
proteína  ml-1), tal como se describe en «Materiales y Métodos». Los valores obtenidos 


















3.3. Identificación del sitio de interacción “NO - complejo III mitocondrial”  
Con el objeto de identificar el sitio de interacción del NO en el complejo bc1, se 
analizó, mediante espectroscopia de EPR, la posible formación de un complejo 
mononitrosil-Fe entre el NO y el cluster Fe-S de la proteína de Rieske; y, mediante 
espectroscopia visible, el estado de reducción de los citocromos en la fracción 
enriquecida en complejo III.  
 
3.3. 1. Formación de complejo mononitrosil-Fe  
A fin de evaluar la posible formación de un complejo mononitrosil-Fe, se registraron 
espectros de EPR de partículas submitocondriales o de la fracción enriquecida en 
complejo III expuestas a GSNO 500 M (NO 1.3 M), en búsqueda de la señal 
característica a g = 2.03. En estas condiciones, el cluster Fe-S contenido en las muestras 
aporta el Fe, mientras que el GSNO aporta el NO. 
Previamente, se optimizaron los parámetros instrumentales para la detección del 
complejo mononitrosil-Fe formado entre el NO y el atrapador MGD:Fe (MGD2-Fe
2+; 
N-Metil-D-glucamina ditiocarbamato de hierro (II)). En la Figura 66.A puede observarse el 
triplete característico del complejo MGD:Fe:NO centrado a g = 2.03. Para analizar las 
muestras biológicas, se mantuvieron las condiciones instrumentales utilizadas en la 
detección del complejo mononitrosil-Fe sintético. Así, se obtuvieron los espectros de las 
SMP y de la fracción enriquecida en complejo III expuestas a GSNO (Figura 66.B y C, 
respectivamente). En ninguna de las dos preparaciones se observó la señal a g = 2.03, 
compatible con la formación de un complejo mononitrosil-Fe. La adición del atrapador 
MGD:Fe a la suspensión de SMP expuesta a GSNO promovió la formación y detección 
del complejo mononitrosil-Fe, tal como puede observarse en la señal mostrada en la 
Figura 66.D. De esta forma, el NO presente en el medio no es capaz de interaccionar, en 
las condiciones experimentales correspondientes a las Figura 66.B y C, con el Fe del 





Figura 66. Espectros de EPR correspondientes al complejo MGD:Fe:NO (A), SMP (25-35 
mg proteína  ml-1) adicionadas con GSNO 500 M (B), fracción enriquecida en complejo 
III (15-20 mg proteína  ml-1) adicionada con GSNO 500 M (C) y SMP (25-35 mg 
proteína  ml-1) adicionadas con GSNO 500 M, en presencia de MGD:Fe 10:1 mM (D). 
Parámetros instrumentales: potencia de microonda 20 mW, amplitud de modulación 6 G, 






















3.3. 2. Estado de reducción de los citocromos  
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con GSNO al analizar el estado de 
reducción de los citocromos en las membranas mitocondriales (Resultados II, Sección 
1.2.2), se profundizó el estudio utilizando la fracción enriquecida en complejo III y la 
solución de NO.  
En la Figura 67 se muestra un espectro de absorbancia representativo, obtenido 
por diferencia entre los espectros registrados en presencia de la fracción enriquecida en 
complejo III expuesta a NO = 1 M y en presencia de dicha muestra en estado oxidado 
(presencia de O2). En el mismo se puede observar la aparición de un pico a 562 nm, 
atribuible al citocromo bH en estado reducido. La concentración del citocromo b562 
reducido por exposición a NO resultó de 0.49 ± 0.04 nmol  mg proteína-1. Considerando 
que el contenido de ambos citocromos b en la muestra utilizada resultó de 3.19 ± 0.09 
nmol  mg proteína-1 y que la relación entre el citocromo b562 y el b566 es 1:1, la cantidad 
de citocromo b562 reducido por exposición al NO resulta del 31% respecto al contenido 




Figura 67. Espectro de absorbancia ( = 520-600 nm) de la fracción enriquecida en 

























En conjunto, los resultados sugieren que la formación de un complejo 
mononitrosil-Fe entre el NO y el cluster Fe-S de la proteína de Rieske no sería el 
mecanismo por el cual el NO inhibe el complejo III. Por otro lado, la aparición de un pico a 
562 nm, compatible con la reducción del citocromo b, permite postular al hemo b562 como 
el sitio probable de interacción. Esta observación concuerda con los resultados obtenidos 
al utilizar GSNO sobre membranas mitocondriales y explicaría la inhibición de la 





4. Análisis del efecto del NO sobre el área ubiquinona:citocromo b a través del uso 
de modelos cinéticos 
 Con el objeto de analizar la interacción del NO con el complejo III mitocondrial y sus 
efectos sobre la producción de O2
-, se utilizaron los modelos cinéticos detallados 
exhaustivamente en el Anexo III. Los mismos fueron tomados de Markevich y Hoek 
(2015), adaptándose a las situaciones experimentales desarrolladas en el presente 
trabajo de Tesis. Utilizando el software Copasi, se obtuvieron los resultados de cada 
modelo y se ensayaron una serie de condiciones, las cuales podrían explicar los 
resultados experimentales obtenidos en presencia de NO, tanto en relación al bloqueo de 
la transferencia de electrones como a la producción de O2
-.    
 
  
4.1. Análisis de los resultados utilizando el modelo secuencial 
4.1. 1. Comprobación del modelo 
En primera instancia, se evaluó el modelo cinético secuencial en cuanto a su 






Figura 68. Esquema del modelo cinético secuencial del complejo III mitocondrial. 
 
 
De acuerdo a este modelo, el complejo III cataliza la reducción del citocromo c, 
utilizando UQH2 como sustrato, a una velocidad de 10.9 M  min
-1 (Figura 69). Con el fin 
de observar qué ocurre cuando se bloquea la transferencia de electrones en el sitio Qi, 
condición que simula el efecto de la adición de antimicina, se anuló la constante de 
velocidad para la reacción 12 (k12 = 0). De esta forma, se impide la interacción de la UQN 
con el citocromo bH reducido, situación que lleva a la supresión de todas las reacciones 
de transferencia de electrones en el sitio Qi (reacciones 12 a 16). Asimismo, al 
establecerse el estado estacionario, se inhibe también la transferencia de electrones en 
el sitio Qo, debido a la interrupción del normal funcionamiento del ciclo Q. En la Figura 69 
se observa que al simular el efecto de la antimicina, prácticamente se anula la velocidad 
de reducción del citocromo c, registrándose un valor en estado estacionario (7 s de 
simulación) de 0.042 M  min-1.  
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Figura 69. [citocromo c2+] en función del tiempo obtenida al utilizar el modelo cinético 
secuencial, en ausencia (- -) o presencia de antimicina (). 
 
 El modelo cinético del complejo bc1 también tiene en cuenta la producción de O2
-, 
el cual se genera por autoxidación de la ubisemiquinona formada transitoriamente 
durante la oxidación del UQH2 en el sitio Qo (Figura 70). Así, el O2 reacciona con el 
complejo bL-UQ
●--ISPH, produciendo O2
- y liberando al cluster Fe-S, en estado reducido 
(ISPH), y el complejo bL-UQ, en estado oxidado. Dado que el modelo asume que la 
liberación del O2
- hacia ambos lados de la membrana es igualmente probable, las 
reacciones 17 y 18 se rigen por las mismas constantes de velocidad (Anexo III). 
Teniendo en cuenta que se trata de una suspensión de enzima aislada, se consideró 
únicamente la producción total de O2
-, resultado de la suma de ambas reacciones. La 
Figura 70 muestra la [O2
-] obtenida al simular el curso temporal del modelo cinético en 
ausencia o presencia de antimicina (k12 = 0). Los resultados obtenidos muestran que la 
producción de O2
- fue mayor en las condiciones de inhibición del sitio Qi, respecto al 




mayor que la obtenida en condiciones que simulan la ausencia del inhibidor 



















●-] en función del tiempo obtenida al utilizar el modelo cinético secuencial, 
en ausencia (- -) o presencia de antimicina (). 
 
 La unión de la antimicina al sitio Qi inhibe la transferencia de electrones desde el 
citocromo bH reducido a la UQ situada en el lado N de la membrana interna mitocondrial 
(Slater, 1973; Mulkidjanian, 2005). En consecuencia, el citocromo bH se acumula en 
estado reducido, inhibiéndose el pasaje de electrones desde el citocromo bL hacia el 
citocromo bH. La disrupción provocada en el ciclo Q deriva, como se mencionó 
anteriormente, en el bloqueo de la reducción del citocromo c y, además, en la 
acumulación de intermediarios en estado parcial o totalmente reducido. Entre estos 







Figura 71. [citocromo bH
2+] (A) y [bL-UQ
●--ISPH] (B) en función del tiempo obtenidas al 
utilizar el modelo cinético secuencial, en ausencia (- -) o presencia de antimicina (). 
 En la Figura 71.A puede observarse que el funcionamiento del complejo III en 
presencia de antimicina (k12 = 0) llevó a la reducción total del citocromo bH presente en el 
modelo (1.6 M). Asimismo, en la Figura 71.B se muestra la acumulación del complejo 
bL-UQ
●--ISPH, observación compatible con el incremento en la velocidad de generación 
de O2
- registrada en presencia del inhibidor. Con fines comparativos, se incluyen en las 
Figuras los trazos correspondientes a las simulaciones obtenidas en condiciones de 




























































 Una vez confirmado que el modelo cinético planteado podía reproducir las 
observaciones experimentales relacionadas al funcionamiento del complejo III 
mitocondrial, tanto en ausencia como en presencia de antimicina, se decidió analizar el 
efecto del NO sobre dicho complejo enzimático. El modelo se utilizó como herramienta en 
busca de un mecanismo probable de interacción entre el NO y el complejo bc1, 
compatible con los resultados registrados en el presente trabajo.  
 
  
4.1. 2. Efecto del NO 
Teniendo en cuenta que la exposición de la fracción enriquecida en complejo III a 
NO produce la aparición de un pico a 562 nm, atribuible al citocromo bH en estado 
reducido (Sección 3.3.2), se exploró la posibilidad de inhibir la transferencia de electrones 
en la cadena de bajo potencial, entre los citocromos bL y bH. En términos del modelo, la 
interacción del NO con el citocromo bH anularía la reacción 6. Los resultados obtenidos al 
incluir k6 = 0 se muestran en la Figura 72, así como también aquellos adquiridos en 
ausencia de inhibición, para facilitar la comparación. Por un lado, la inhibición de la 
transferencia de electrones desde el citocromo bL al bH (k6 = 0) impide la reducción del 
citocromo c (Figura 72.A). Esta observación está de acuerdo con la interrupción del ciclo 
Q, pero difiere de los resultados hallados experimentalmente, ya que en presencia de NO 
entre 1 y 10  M, la velocidad de reducción del citocromo c por el complejo III se reduce 
alrededor de un 55% (Figura 65, Sección 3.2). En cuanto a la producción de O2
•- 
(Figura 72.B), el modelo con k6 = 0 registra una velocidad de producción mayor que la 
obtenida con el modelo no inhibido. Así, en condiciones que simulan la presencia de NO, 
la velocidad de producción de O2
●- resultó de 68 nM  min-1, valor comparable con el 






Figura 72. [citocromo c2+] (A) y [O2
●-] (B) en función del tiempo obtenidas al utilizar el 
modelo cinético secuencial, en ausencia (- -) o presencia de NO (). 
  
 De acuerdo a lo mencionado anteriormente, el mecanismo propuesto explica 
parcialmente los efectos observados del NO sobre el complejo bc1. Si bien se exacerba la 
producción de O2
-, la transferencia de electrones a través de la cadena de alto potencial 
(cluster Fe-S y citocromo c1) hacia el citocromo c no debería anularse. Por ello, se 














































4.2. Análisis de los resultados utilizando el modelo late 
4.2. 1. Comprobación del modelo 
El modelo late (Figura 73), incluido y detallado en el Anexo III, tiene en cuenta las 
siguientes hipótesis: (i) el movimiento del cluster Fe-S reducido (ISPH), desde la posición 
b hacia la posición c1, se produce sólo cuando se transfiere el electrón desde el 
citocromo bL al citocromo bH (Yu et al., 2008); y (ii) la coenzima Q oxidada puede 
disociarse del sitio Qo antes de la transferencia del electrón desde el citocromo bL al 
citocromo bH (Dröse y Brandt, 2008).  
 
 
Figura 73. Esquema del modelo cinético late del complejo III mitocondrial. 
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En cuanto a la velocidad de reducción de citocromo c y a la producción de O2
-, no 
existen diferencias detectables entre los resultados obtenidos con el modelo late y 
aquellos obtenidos con el modelo secuencial. El complejo bc1 late cataliza la reducción 
del citocromo c a una velocidad de 10.9 M  min-1 (Figura 74.A), produciendo 
54 nM O2
-  min-1 (Figura 74.B).  
 
 
Figura 74. [citocromo c2+] (A) y [O2
●-] (B) en función del tiempo obtenidas al utilizar el 


















































4.2. 2. Efecto del NO 
 A fin de simular la interacción del NO con el complejo III tomando como base el 
modelo late, se planteó, por un lado, la inhibición de la transferencia de electrones entre 
el citocromo bL y el citocromo bH. Esto implica anular las velocidades de las reacciones 7 
y 13 (k7 y k13 = 0) y, en consecuencia, se anulan las reacciones en el sitio Qi. Por ello, el 
modelo que plantea la inhibición por NO (Figura 75) sólo presenta la transferencia de 




Figura 75. Esquema cinético del modelo cinético late del complejo III mitocondrial, en 
presencia de NO. Se muestran únicamente las reacciones en el sitio Qo, dado que la 
transferencia de electrones hacia el sitio Qi se encuentra inhibida. 
 
 En el modelo de inhibición por NO, se tuvo en cuenta que, una vez disociada la UQ, 
el cabezal de la proteína de Rieske puede moverse hacia la posición c1 (reacción 7; 
Mulkidjanian, 2005), transfiriendo un electrón desde el ISPH hacia el citocromo c1. Por su 
parte, el citocromo bL reducido puede asociarse nuevamente con la UQ (reacción 8) y 
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transferir en forma reversa un electrón, generándose una semiquinona (reacción 13) 
(Dröse y Brandt, 2008; Guillaud et al., 2014). La semiquinona formada por el mecanismo 
semireverse puede autoxidarse, generando O2
-, o reaccionar con el cluster Fe-S oxidado 
(ISPox), transfiriéndose un segundo electrón al citocromo c1 (Sarewicz et al., 2010; 
Guillaud et al., 2014). 
 La Figura 76 muestra los perfiles de [citocromo c2+] en función del tiempo obtenidos 



























Figura 76. [citocromo c2+] en función del tiempo obtenida al utilizar el modelo cinético 
late, en ausencia (- -) o presencia de NO (). 
 
Al simular las condiciones de inhibición por NO, la velocidad de reducción de citocromo c 
fue de 5.1 M  min-1. Este valor resultó 53% menor que el registrado con el modelo late 
no inhibido, porcentaje que concuerda con los resultados experimentales de inhibición de 
la actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa por NO mostrados en la Figura 65 




 Por otro lado, la simulación de la inhibición del complejo bc1 por NO incrementa la 
producción de O2
-. En la Figura 77 se observan los registros temporales de [O2
-] 
obtenidos en ausencia o presencia de NO. La velocidad de generación de O2
- calculada 
en condiciones de inhibición por NO (726  nM  min-1) resultó alrededor de 13 veces 



















●-] en función del tiempo obtenida al utilizar el modelo cinético late, en 
ausencia (- -) o presencia de NO (). 
 
 La autoxidación de la UQ●- en el sitio Qo produce O2
-. El mecanismo propuesto 
para la inhibición del complejo III por NO considera dos vías para la formación de la UQ●-: 
(i) la oxidación parcial del UQH2 por el cluster Fe-S (semiforward; reacción 4) y (ii) la 
reducción parcial de la UQ por el citocromo bL reducido (semireverse; reacción 8).  
En la Figura 78.A se observa que, en presencia de NO, la [UQ●-] generada a partir 
del citocromo b reducido es mayor que la resultante por oxidación parcial del UQH2, 
indicando que el mecanismo semireverse domina la producción de O2
●- cuando se 




citocromo bL en estado reducido. En el modelo late no inhibido (ausencia de NO; Figura 
78.B) la UQ●- sólo se genera por el mecanismo semiforward, dado que la 
[citocromo bL
2+]ss = 0 y, en consecuencia, la velocidad de generación de UQ
●- por la vía 
semireverse se anula. 
  
Figura 78.A. [bL-UQ
●--ISPH] () y [UQ●-] (- -) en función del tiempo obtenidas al utilizar el 
modelo cinético late en presencia de NO. Inserto: [bL-UQ
●--ISPH] en escala pM.  
B. [bL-UQ
●--ISPH] () y [UQ●-] (- -) en función del tiempo obtenidas al utilizar el modelo 
cinético late. La semiquinona en el complejo bL-UQ
●--ISPH se genera a través del 
mecanismo semiforward; mientras que la UQ●-, por el mecanismo semireverse. 
tiempo
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 A efectos de simular la adición de antimicina en el modelo late que considera la 
posibilidad de formación de UQ●- por la vía semireverse, se anuló, además de las 
reacciones en el sitio Qi, el movimiento del cabezal flexible de la proteína de Rieske 
(Mulkidjanian, 2005), imposibilitándose la transferencia de electrones entre el cluster 
Fe-S reducido (ISPH) y el citocromo c1 (k9 = 0). Como puede observarse en la 
Figura 79.A, la velocidad de reducción del citocromo c en presencia de antimicina es 
nula. Además, la presencia de dicho inhibidor maximiza la producción de O2
- 
(Figura 79.B). Las mencionadas figuras también muestran los resultados obtenidos en 
ausencia de inhibición y en presencia de NO, para facilitar su comparación. 
 
De esta forma, los resultados experimentales obtenidos al evaluar los efectos del 
NO sobre el complejo III mitocondrial pueden explicarse mediante un modelo cinético que 
considera la interacción del NO con el citocromo bH. En consecuencia, la transferencia de 
electrones en el sitio Qi se interrumpe, permaneciendo funcional el sitio Qo. En este 
contexto, la transferencia de electrones desde el citocromo bL reducido hacia la UQ, en 









Figura 79. [citocromo c2+] (A) y [O2
●-] (B) en función del tiempo obtenidas al utilizar el 























































 A partir del descubrimiento del NO como factor de relajación endotelial (Ignarro et 
al., 1987a; 1987b; Palmer et al., 1987; 1988) se ha mostrado que el mismo participa en 
numerosos procesos fisiológicos y fisiopatológicos, entre los que cabe mencionar: 
neurotransmisión, inhibición de la agregación plaquetaria, respuesta inmune, 
carcinogénesis y supresión de tumores, regulación del consumo de O2 y biogénesis 
mitocondrial, entre otros (Moncada, 1989; Ignarro, 1996).  
 El estudio y la caracterización de los mecanismos implicados en dichos procesos 
resultan experimentalmente complejos, debido a la naturaleza gaseosa y a la reactividad 
del NO. El trabajo con soluciones acuosas del gas requiere ciertas consideraciones, tales 
como atmósferas libres de O2, para evitar la autoxidación, y materiales inertes que no 
alteren el producto (Bonner, 1996; Ford y Lorkovic, 2002). Por otro lado, la adición del 
NO en el sistema en estudio se lleva a cabo en forma de bolo: la muestra se expone 
repentinamente a una elevada [NO], la que decae rápidamente por el consumo del gas 
en el medio de reacción (Giulivi, 1998; Schmidt et al., 1998). A fin de sortear éstas y otras 
complicaciones, se utilizan compuestos dadores de NO, los cuales resultan relativamente 
estables en solución y se descomponen en los medios de reacción, liberando NO. 
 En el presente trabajo se utilizaron, además de la solución acuosa de NO, dos 
fuentes adicionales del gas: el GSNO, perteneciente a la familia de los S-nitrosotioles, y 
la SPER-NO, un diazoniodiolato o NONOato. La caracterización de la liberación de NO a 
partir de estos compuestos, así como también la cuantificación de la [NO] alcanzada en 
el medio de reacción, resultan imprescindibles para evaluar los efectos del NO sobre el 
complejo III mitocondrial.  
 
1. Cuantificación de la concentración de NO alcanzada en el medio de reacción 
utilizando como fuentes S-nitrosoglutatión y espermina-NONOato 
 
1.1. S-nitrosoglutatión 
 En el capítulo de Resultados I se presentó un análisis cuantitativo de los 
compuestos de interés, GSNO y SPER-NO. En primera instancia, se caracterizó al 
derivado S-nitrosado del GSH. Si bien el GSNO no se considera estrictamente un dador 
de NO (Singh SP et al., 1996; Broniowska et al., 2013) se ha utilizado extensamente con 
el fin de estudiar los efectos del gas en sistemas biológicos. Asimismo, se han detectado 
bajas, pero mensurables, concentraciones de S-nitrosotioles, tales como el GSNO, en 




condiciones patológicas (Gaston et al., 1993; Singh SP et al., 1996; Williams, 1996; Hess 
et al., 2005; Zhang y Hogg, 2005). Por ello, el GSNO se ha postulado como una molécula 
involucrada en el almacenamiento, transporte y liberación del NO en condiciones 
biológicas, participando en los sistemas de transducción de señales mediada por dicho 
gas (Ignarro y Gruetter, 1980; Radomski et al., 1992; Stamler, 1994; Hogg et al., 1996). 
 La elección inicial del GSNO no sólo se fundamentó en el extenso marco 
bibliográfico sino también en el bajo costo y en la facilidad de su síntesis y manipulación 
en el laboratorio. En condiciones aeróbicas, el GSNO se forma inmediatamente a partir 
de GSH y NO (Ecuación 34). El NO se genera in situ por acidificación de NO2
-, reacción 
que produce ácido nitroso (HNO2) y éste, por dismutación, NO (Ecuaciones 32 y 33, 
respectivamente) (Hart, 1985; Williams, 1996; Thomas et al., 2002).  
 
HCl + NaNO2  HNO2 + NaCl (32) 
2 HNO2  NO + NO2 + H2O (33) 
GSH + NO  GSNO (34) 
 
La reacción de nitrosación del tiol es eficiente, rápida y de alto rendimiento 
(Williams, 1996). En las condiciones experimentales utilizadas, la mezcla equimolar de 
GSH (100 mM en buffer fosfato 100 mM) con NaNO2 en medio ácido (100 mM en HCl 
100 mM) dio, como resultado, una solución color rosa intenso. La detección directa del 
GSNO mediante espectrofotometría es posible debido a que, en solución acuosa, los 
S-nitrosotioles presentan un máximo de absorbancia en la región UV, a 335 nm. Si bien 
se han descripto diversos coeficientes de extinción molar para el GSNO, se utilizó el valor 
incluido en el trabajo original de Hart ( = 922 M-1 cm-1), ampliamente avalado en la 
bibliografía (Hart, 1985; Thomas et al., 2002; Broniowska et al., 2013). Las titulaciones 
espectrofotométricas de las soluciones utilizadas en este trabajo mostraron que la 
concentración de GSNO fue de 47 ± 1 mM, indicando una eficiencia de síntesis, es decir, 
concentración lograda/concentración teórica esperada, del 94%.  
 La [NO] aportada por el GSNO se determinó utilizando un sensor electroquímico de 
NO, el ISO-NOP, y a través del ensayo espectrofotométrico de oxidación de HbO2. 
Ambos métodos permitieron cuantificar la [NO] en el medio de reacción, en función del 
tiempo. Las [NO] determinadas, conforme el método de detección utilizado o la 
composición del medio de reacción, se correlacionaron con las [GSNO]0. Cabe 
mencionar que, en las condiciones experimentales ensayadas, la liberación de NO a 




molecular ampliamente utilizado para catalizar la descomposición del GSNO. Los valores 
presentados en la Tabla 9 (Resultados I) resumen las concentraciones alcanzadas a los 
2 min de incubación, en cada condición experimental analizada. 
   Se han descripto diversos mecanismos por los cuales el GSNO se descompone 
para liberar NO. Los mismos incluyen: clivaje homolítico del enlace S-N, clivaje fotolítico 
del enlace S-N, descomposición catalizada por iones de metales de transición, 
transnitrosación e hidrólisis (Figura 80) (Singh SP et al., 1996; Singh RJ et al., 1996; 
Williams, 1996; Noble et al., 1999; Thomas et al., 2002; Broniowska et al., 2013).  
 
 
Figura 80. Esquema de los mecanismos propuestos de descomposición del GSNO para 
dar NO. 
 
 A temperatura ambiente y protegido de la luz, el GSNO resulta un compuesto 
estable. Bartberger y colaboradores (2001) informaron que el clivaje homolítico del 
enlace S-N en una serie de compuestos alquil-SNO posee una energía libre de activación 
(ΔG#; Eyring) de alrededor de 111 kJ  mol-1. Extrapolado al GSNO, ese valor resulta 
elevado para que la descomposición térmica ocurra espontáneamente en situaciones de 
relevancia biológica. De allí que la descomposición de soluciones acuosas de GSNO en 
la oscuridad es un proceso lento, con un t1/2 = 80 h (Singh RJ et al., 1996). De esta forma, 
la producción de NO a partir de GSNO requiere de factores externos, razón por la cual no 
se lo considera un estricto dador de NO. 
 La descomposición fotolítica del GSNO produce NO y glutatión oxidado (GSSG). El 
mecanismo propuesto por Wood y colaboradores (1996) incluye, en un primer paso, el 
clivaje homolítico del enlace S-N, catalizado por la absorción de un fotón, que lleva a la 




















independientes de la absorción de radiación, el radical GS● puede reaccionar con otra 
molécula de GSNO (Ecuación 35b), generando GSSG y liberando otra molécula de NO. 
Por otro lado, en condiciones aeróbicas, el GS● puede reaccionar con O2 (Ecuación 35c), 
generando el radical peroxiglutatión (GSOO●); este último, al reaccionar con GSNO, 
produce GSSG y NO, regenerando el O2 (Ecuación 35d). Una reacción alternativa incluye 
la dimerización del radical GS● (Ecuación 35e). En general, se consumen 2 moles de 
GSNO para obtener 2 moles de NO y un mol de GSSG. Para este proceso, Singh RJ y 
colaboradores (1996) indicaron un tiempo de vida media de 8 min, alrededor de 600 
veces menor que el observado para la descomposición del GSNO en la oscuridad. 
   
 h   
GSNO  GS● + NO (35a) 
GS● + GSNO  GSSG + NO (35b) 
GS● + O2  GSOO
● (35c) 
GSOO● + GSNO  GSSG + O2 + NO (35d) 
GS● + GS●  GSSG (35e) 
 
 Además, la descomposición del GSNO puede ser promovida por iones metálicos. 
En este sentido, se ha estudiado extensamente la participación del Cu2+/Cu+ en la 
liberación de NO a partir de GSNO. Ambos cationes catalizan la reacción, siendo el Cu+ 
más activo que el Cu2+ (Dicks et al., 1996; Singh RJ et al., 1996; Williams, 1996; Pfeiffer 
et al., 1998; Noble et al., 1999). En mérito a ello, la reducción del Cu2+ a Cu+ por 
compuestos tales como ácido ascórbico, cisteína, DTT u otros tioles de bajo peso 
molecular, favorece la liberación de NO. Asimismo, el Cu+ puede generarse por la 
reducción del Cu2+ por el anión glutatiolato (GS-; Ecuación 36) (Dicks et al., 1996; Gorren 
et al., 1996; Williams, 1996). 
2 Cu2+ + 2 GS-   GSSG + 2 Cu+ (36) 
GSNO + Cu+  GS- + Cu2+ + NO (37) 
 El Cu2+ se encuentra presente a muy bajas concentraciones, como impureza, en los 
medios de reacción. Por otro lado, el glutatiolato también se produce, en bajas 
concentraciones, debido a la reacción inversa de formación del GSNO a partir de ácido 
nitroso y GSH (Williams, 1996; Noble et al., 1999;). Por lo tanto, la reacción es factible en 




mecanismos involucrados en la liberación de NO a partir de GSNO (Ecuación 37; Singh 
RJ et al., 1996; Williams, 1996; Holmes y Williams, 2000).  
 Se ha propuesto que, además de la descomposición del GSNO por el Cu+ 
generado por tioles de bajo peso molecular, reacciones de transnitrosación podrían 
también ser responsables de la liberación de NO. Así, la transferencia del grupo NO+ 
desde el GSNO a otro tiol podría generar un S-nitrosotiol menos estable y, por lo tanto, 
más susceptible a la descomposición para liberar NO (Singh RJ et al., 1996; Singh SP et 
al., 1996). Holmes y Williams (2000) mostraron que tanto la catálisis por Cu+ como la 
transnitrosación intervienen en la descomposición del GSNO por el ácido ascórbico. En 
este último caso, la nitrosación ocurre por el ataque electrofílico del NO+ a uno de los 
átomos de O del ión ascorbato, seguido del clivaje del compuesto O-nitrosado para dar 
NO y ácido dehidroascórbico. 
En sistemas complejos, como las muestras biológicas, resulta controversial el 
grado de participación de los mecanismos mencionados, incluso si son factibles de 
ocurrir en condiciones fisiológicas. En mérito a ello, la cinética de liberación de NO y su 
relación con la descomposición del GSNO debe analizarse en cada situación 
experimental. Con ese objetivo, se caracterizó la liberación de NO a partir del GSNO, 
tanto en ausencia como en presencia de membranas mitocondriales, matriz biológica de 
interés en el presente trabajo.  
 Al estudiar la cinética de liberación de NO por GSNO en buffer fosfato mediante la 
detección electroquímica con el electrodo ISO-NOP, se observó un incremento repentino 
de la [NO] en el medio de reacción; la misma alcanzó un plateau, compatible con el 
establecimiento de un estado estacionario, entre los 30 y los 60 s posteriores a la adición 
del GSNO. Si bien la velocidad inicial de liberación de NO (d[NO]0/dt) y la [NO]ss se 
incrementan conforme aumenta la [GSNO]0, no fue posible establecer una relación lineal 
entre dichos parámetros y la [GSNO]0 que abarque la totalidad del rango de 
concentraciones del S-nitrosotiol utilizadas (50 a 500 M). En las condiciones 
experimentales ensayadas (Figura 37) se observó un cambio de tendencia alrededor de 
[GSNO]0 = 200 M: concentraciones por debajo de 200 M presentan, en comparación a 
aquellas por encima de dicho valor, una mayor d[NO]0/dt y, por consiguiente, una mayor 
[NO]ss.  
Este singular comportamiento fue previamente descripto por el grupo de Williams y 
colaboradores (Noble et al., 1999; Holmes y Williams, 2000) quienes mostraron que, en 
presencia de concentraciones catalíticas de Cu2+, dadas por impurezas del medio de 
reacción, el rendimiento de obtención de NO a partir de GSNO decrece en función de la 




producto de la reacción de descomposición del GSNO, compleja al Cu2+, inhibiendo su 
actividad catalítica. El efecto se acentúa a elevadas [GSNO]0, dado que se genera 
proporcionalmente más cantidad de GSSG. La estructura del complejo GSSG:Cu2+, 
caracterizado por Várnagy y colaboradores (1988), se muestra en la Figura 81. 
 
 
Figura 81. Estructura del complejo GSSG-Cu2+ 
 
Asimismo, en solución acuosa y condiciones aeróbicas, el NO reacciona con el O2, 
siguiendo una cinética de segundo orden respecto a la [NO] y de primer orden respecto a 
la [O2] (Anexo I; Lewis y Deen, 1994; Goldstein y Czapski, 1995). La reacción de 
autoxidación del NO presenta una constante global de tercer orden de 9  106 M-2 s-1 
(Ford et al., 1993; Kharitonov et al., 1994; Lewis y Deen, 1994). Consecuentemente, el 
NO es relativamente estable en concentraciones en el rango nM, con un t1/2 de 80 min a 
100 nM; y al incrementar su concentración, el NO se oxida rápidamente, registrándose un 
t1/2 de 50 s a 10 M (Schmidt et al., 1997; 1998). De esta forma, cuando el NO es 
aportado por un dador, la reacción de autoxidación resulta despreciable en la fase inicial, 
cuando la [NO] es baja, y se vuelve progresivamente más efectiva al incrementarse la 
[NO] en el medio de reacción. Considerando una [NO] = 0.1 M, el consumo por 
autoxidación resulta de 1.19 nM NO  min-1. Si la [NO] aumenta a 1 M, la velocidad de 
consumo por dicha vía se incrementa 100 veces.    
 Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, los resultados de [NO] en función 
del tiempo pudieron simularse ajustando un modelo cinético de dos pasos: en un primer 
paso, el GSNO se descompone para dar NO y, en un segundo paso, el NO es 
consumido. El modelo engloba en el parámetro k´1  las constantes cinéticas de las 
reacciones que participan en la liberación del NO, y en el parámetro k´2, las constantes 
cinéticas de las reacciones de desaparición de NO.  
 Aunque el modelo planteado puede resultar relativamente simple, es apropiado 
para describir el sistema en análisis, simplificando los diversos mecanismos implicados 






Figura 82. Esquema del modelo cinético de dos pasos propuesto para la liberación y 
consumo de NO en el medio de reacción. En la constante k´1 se engloban los 
mecanismos implicados en la descomposición del GSNO para dar NO. En la constante 
k´2, los mecanismos de consumo de NO. 
  
La evaluación del grado de participación de las reacciones presentadas en los párrafos 
anteriores, así como también la posibilidad de analizar otros mecanismos no 
considerados para la liberación de NO a partir de GSNO o consumo de NO en el medio 
de reacción, exceden al objetivo del trabajo, el cual se centra en conocer la [NO] 
aportada por el dador a un determinado de tiempo y en determinadas condiciones 
experimentales. Por ello, el modelo cinético de 2 pasos resultó útil para explicar el 
comportamiento observado y, a partir de los valores de los parámetros ajustados, 
establecer comparaciones cuantitativas entre las distintas situaciones experimentales. 
 Mediante la utilización de los algoritmos de minimización de Solver, en Excel, se 
ajustaron los parámetros k´1 y k´2 para las distintas [GSNO]0 estudiadas. Se pudo 
observar que los valores obtenidos varían con la [GSNO]0; las diferencias pueden 
explicarse teniendo en cuenta los mecanismos involucrados tanto en la liberación como 
en el consumo del NO, descriptos en bibliografía.  
 Por un lado, al incrementarse 10 veces la [GSNO]0, de 50 a 500 M, se observa 
una disminución del 44% en el valor de k´1, consecuencia de una menor velocidad de 
liberación de NO. Este resultado es compatible con la complejación del Cu2+ por el 
GSSG, lo cual disminuye la [Cu2+] disponible para catalizar la descomposición del GSNO, 
disminuyendo k´1. Por otro lado, el mismo incremento de 10 veces en la [GSNO]0 produce 
un aumento de 1.6 veces en k´2, compatible con un mayor consumo de NO en el medio 
de reacción. En este caso, el aumento de k´2 está de acuerdo con el incremento en la 
velocidad de autoxidación del NO, promovida por la mayor [NO]. Aunque no se descarta 





















por el GSSG y la autoxidación del NO, podrían contribuir significativamente a los 
resultados obtenidos, justificando el perfil de liberación de NO registrado.   
 El aporte de los mecanismos analizados se refleja, en última instancia, en la [NO]ss 
aportada para cada [GSNO]0: al incrementarse la [GSNO]0, la combinación de la 
inhibición de la catálisis por Cu2+, por complejación del ión con el GSSG, y la autoxidación 
llevan a una menor [NO]ss. Mediante la ecuación derivada del modelo cinético propuesto 
y teniendo en cuenta los parámetros k´1 y k´2 ajustados para cada [GSNO]0, se calcularon 
las [NO] en buffer fosfato a los 2 min (Tabla 4); las mismas se tuvieron en cuenta para 
considerar la [NO] a la cual se expusieron las muestras en los experimentos 
subsiguientes. 
 Como se mencionó anteriormente, no es fácil determinar el/los mecanismo/s 
implicado/s en la descomposición del GSNO en muestras biológicas, así como tampoco 
el grado de participación de esos mecanismos en las condiciones experimentales 
ensayadas. Además, el consumo de NO en el medio podría modificarse, afectando la 
[NO] alcanzada a un determinado tiempo de incubación. Por ello, se decidió evaluar la 
[NO] aportada por el GSNO no sólo en buffer fosfato, sino también en presencia de 
membranas mitocondriales. 
 A fin de analizar el efecto de la presencia de membranas en el medio de reacción, 
se utilizó la concentración de proteínas como parámetro de cuantificación y se ensayaron 
tres condiciones: 0.5, 1 y 2 mg proteína  ml-1. Se evidenció que al incrementarse la 
concentración de proteínas disminuye la [NO] detectada electroquímicamente, respecto a 
aquellas registradas en buffer fosfato. 
 La [NO] detectada en presencia de membranas mitocondriales depende de la 
[GSNO]0, siendo menor a bajas [GSNO]0. Así, no fue posible detectar NO, mediante la 
utilización del electrodo ISO-NOP, cuando se utilizó GSNO 50 M en presencia de 
membranas mitocondriales. Al utilizar GSNO 100 M, la [NO] detectada a los 2 min de 
incubación, en presencia de membranas, resultó aproximadamente la cuarta parte de la 
registrada en ausencia de las mismas, sin observarse diferencias significativas entre las 
3 concentraciones de proteínas ensayadas. Los resultados obtenidos con [GSNO]0 de 
300 y 500 M permitieron observar un efecto diferencial por la presencia de membranas: 
las [NO] detectadas a los 2 min de incubación resultaron 36, 57 y 72% menores en 
presencia de 0.5, 1 y 2 mg proteína  ml-1, respectivamente, al utilizar GSNO 300 M; y 
9, 46 y 55% menores al utilizar GSNO 500 M.  
Estas observaciones permiten inferir una compleja relación entre los mecanismos 




suspensión mitocondrial. La presencia de membranas mitocondriales pueden modificar 
los mecanismos involucrados en la liberación de NO a partir del GSNO o en el consumo 
de NO. Estas modificaciones quedan reflejadas, aunque no detalladas, en los parámetros 
k´1 y k´2 del modelo cinético de dos pasos analizado previamente. Por ello, se ajustó el 
modelo a los resultados de [NO] en función del tiempo obtenidos en presencia de 
membranas mitocondriales. La obtención de los parámetros k´1 y k´2 permite la 
comparación cuantitativa entre ambas situaciones experimentales, es decir, en ausencia 
y presencia de membranas. Para las tres [GSNO]0 analizadas, las constantes k´1 y k´2 
calculadas para cada concentración de proteínas (Figura 39) resultan menores a las 
ajustadas en buffer fosfato, lo cual indicaría no solo una menor liberación sino también un 
menor consumo de NO en el medio con una matriz biológica.  
 En cuanto a la liberación de NO a partir de GSNO, mecanismos resumidos en k´1, 
el incremento en la concentración de proteínas produce un decaimiento hiperbólico en el 
valor de k´1. En presencia de 0.5 mg proteína  ml
-1, las disminuciones resultaron de 
entre el 63 y el 74% para las tres [GSNO]0 ensayadas. Al duplicar la cantidad de 
membranas (1 mg proteína  ml-1), la disminución en k´1 osciló entre el 78 y 95%, valores 
que se mantienen en presencia de 2 mg proteína  ml-1. Por otro lado, los valores 
ajustados de k´2 en presencia de membranas resultaron entre el 60 y 80% menores al 
valor obtenido para buffer fosfato, sin una clara dependencia con la concentración de 
proteínas en el medio de reacción.  
 Las suspensiones mitocondriales pueden aportar iones Cu, GSH, GSSG y ácido 
ascórbico, compuestos que intervienen en la liberación de NO a partir de GSNO. Schmidt 
y colaboradores (1997) mostraron que la descomposición del GSNO se acelera cuando 
la relación GSH/Cu2+ es menor a 0.2, posiblemente porque se favorece la reducción del 
Cu2+ a Cu+. Si la [GSH] se incrementa, de modo que la relación GSH/Cu2+ resulta mayor 
a 2, se confirma un efecto inhibitorio en la descomposición del GSNO, atribuible a la 
formación del complejo catalíticamente inactivo entre el GS- y el Cu+ (Gorren et al., 1996). 
Además, el radical GS● puede reaccionar con el GSNO, generando NO y GSSG 
(Ecuación 35b), otro mecanismo que explicaría la mayor formación de NO a partir de 
GSNO en presencia de GSH (Singh SP et al., 1996). Por otro lado, las membranas 
mitocondriales son fuente de compuestos capaces de consumir NO, tales como 
citocromos, ubiquinol, hierro sulfo proteínas o grupos -SH.  
 Otro importante elemento a considerar, en el caso de la detección electroquímica, 
es la difusión del NO en el medio de reacción. Para ser detectado por el sensor, el NO 
debe difundir hasta el electrodo, donde es oxidado y, por la corriente generada, 




del NO es 4 a 5 veces menor en un medio conteniendo membranas que en solución 
acuosa. Además, debido a su característica hidrofóbica, el NO se acumula en el interior 
de las membranas. Kiechle y Malinski (1993) informaron una concentración entre 3 y 4 
veces mayor en la membrana celular con respecto al citosol, postulando al 
compartimento hidrofóbico como un reservorio de NO. Estas observaciones permiten 
inferir que la [NO] detectada por el sensor electroquímico se afectará por la presencia de 
membranas en el medio, las cuales reducen la fracción de NO que finalmente alcanza el 
electrodo. 
Teniendo en cuenta que la [NO] alcanzada en el medio de reacción es resultado de 
una compleja relación de factores, entre los cuales se incluye el propio método de 
detección, se decidió evaluar un método alternativo para cuantificar el NO aportado por el 
GSNO: el ensayo espectrofotométrico para la detección del cambio de absorbancia 
asociado a la oxidación de la HbO2. 
 Interesantemente, al utilizar el ensayo de oxidación de HbO2, se registró un patrón 
de [NO] en función del tiempo diferente al observado con el sensor ISO-NOP. El perfil 
obtenido en la detección espectrofotométrica permite concluir que, en los tiempos 
ensayados (< 3 min), no se alcanza un estado estacionario en la [NO]. Esta observación 
está de acuerdo con el consumo de NO por la HbO2 requerido para su detección. En este 
sentido, el método se basa en la cuantificación de la desaparición de la forma ferrosa de 
la HbO2, Hb-Fe(II)-O2, por reacción con el NO (Materiales y Métodos, Sección 3.2) 
(Murphy y Noack, 1994; Boveris et al., 2002). Dicha reacción posee una constante de 
velocidad de 3  107 M-1 s-1 (Ignarro et al., 1987a; Murphy y Noack, 1994) que, sumada al 
exceso de HbO2 respecto al NO presente en el medio de reacción, favorece el consumo 
de este último, haciendo posible la detección instantánea. 
 Si bien las condiciones descriptas son necesarias para la cuantificación del NO, la 
incorporación metodológica de una potente reacción de consumo de NO, es decir, la 
oxidación de la HbO2, podría modificar los mecanismos de liberación de NO a partir del 
GSNO. Como pudo observarse experimentalmente, el perfil de liberación en el medio de 
reacción conteniendo HbO2 resulta distinto al obtenido con el sensor electroquímico. 
Cabe mencionar que, cuando se ensayaron bajas [GSNO]0, las [NO] a los 2 min de 
incubación determinadas espectrofotométricamente resultaron mayores que las 
determinadas electroquímicamente. Estas diferencias fueron de un 80% a 100 M y 17% 
a 200 M de GSNO. Cuando se ensayaron [GSNO]0 entre 300 y 500 M, las diferencias 
en las [NO] detectadas por ambos métodos se minimizaron (10%). Por lo tanto, el efecto 
del atrapamiento del NO por la HbO2 se evidencia, principalmente, a bajas 




 Cuando se llevó a cabo la detección espectrofotométrica, la presencia de 
membranas mitocondriales no modificó el perfil de liberación de NO a partir de GSNO. 
Los trazos obtenidos, aunque “ruidosos” por la dispersión óptica causada por la turbidez 
del medio conteniendo membranas, se superponen a los obtenidos en buffer fosfato. De 
esta forma, la [NO] detectada por HbO2 no se afecta por la presencia de membranas. 
Esta observación podría justificarse teniendo en cuenta que el sistema detector (la 
molécula de HbO2) se dispone homogéneamente en el medio, reaccionando 
instantáneamente con el NO liberado a partir del GSNO. En la detección electroquímica, 
el NO generado debe difundir hasta el electrodo para su detección, proceso que se 
encuentra modificado por la presencia de membranas y afecta, por defecto, la [NO] 
registrada. En otras palabras, debido a las condiciones en las que se lleva a cabo la 
determinación, el consumo de NO por la HbO2 compite con otros mecanismos de 
consumo de dicho radical, prevaleciendo aún en presencia de la suspensión mitocondrial; 
y se minimiza el efecto sobre la difusión dado que el sistema detector se encuentra 
formando parte de la misma suspensión. 
 Experimentalmente, se ajustó una función lineal a los resultados de [NO] en función 
del tiempo, para cada una de las [GSNO]0 ensayadas. A partir de las pendientes, que 
indican la velocidad (d[NO]0/dt), se calcularon las [NO] a los 2 min. En este caso, y a 
diferencia de lo observado al utilizar el sensor ISO-NOP, se halló una correlación lineal 
entre ambos parámetros (d[NO]0/dt y [NO] a los 2 min) y la [GSNO]0, abarcando la 
totalidad del rango analizado (100 a 500 M). Dicha correlación no sólo se encontró en 
buffer fosfato (r2 = 0.957), sino también en presencia de membranas mitocondriales en 




 Con el objeto de analizar si los efectos observados al utilizar GSNO podían 
reproducirse usando una fuente inequívoca de NO, se utilizó el dador SPER-NO. Los 
NONOatos, entre ellos la SPER-NO, son compuestos susceptibles a la descomposición 
espontánea en medios acuosos, liberando NO. En mérito a ello, se consideran estrictos 
dadores de NO. Además, los NONOatos resultan compuestos estables al 
almacenamiento, de fácil manipulación en el laboratorio y se dispone de importante 
información acerca del mecanismo cinético de descomposición, lo cual se refleja en la 





 La cinética de liberación del NO resulta un proceso de primer orden, dependiente 
no sólo de la estructura del aducto sino también del pH y de la temperatura del medio de 
reacción. En el caso particular de la SPER-NO, se describió la liberación de 2 moles de 
NO por mol de compuesto madre, con un t1/2 de 39 min a 37 °C (Maragos et al., 1991; 
Keefer et al., 1996; Davies et al., 2001; Thomas et al., 2002).  
Dado que se conoce la cinética de descomposición de la SPER-NO, es posible 
estimar a priori la [NO] en el medio de reacción. En el Anexo II se incluye el modelo 
matemático que permitió cuantificar la [NO] aportada por la SPER-NO en condiciones 
aeróbicas (Schmidt et al., 1997; Ramamurthi y Lewis, 1997). El modelo se construyó en 
base a dos ecuaciones diferenciales: (i) la velocidad de generación de NO a partir de la 
descomposición del dador, proceso de primer orden (Ecuación 38), y (ii) la velocidad de 




espermina + 2 NO (38) 




De acuerdo a dicho modelo, la velocidad de aparición de NO puede calcularse según: 
 
     
  
                        
  
 
Debido a que no existe una solución matemática exacta para dicho sistema, se llevó a 
cabo la resolución numérica mediante la aplicación del método de Heun, también 
conocido como método de Euler modificado (Lambert, 1991). De esta forma, se logró 
calcular el curso temporal de la [NO] en el medio de reacción. Para ello, se tuvieron en 
cuenta la constante de descomposición de la SPER-NO a pH = 7.4 y 30 °C (k1 = 1.31  
10-4 s-1, Anexo II), la estequiometría de la reacción de liberación de NO (2 moles NO/mol 
SPER-NO), la concentración inicial del dador ([SPER-NO]0) y el consumo del NO por 
autoxidación (k2[O2]), siendo k2 = 9.0  10
6 M-2 s-1 (Ford et al., 1993; Lewis y Deen, 1994). 
A partir de los resultados simulados, se calcularon las d[NO]/dt para las distintas 
[SPER-NO]0 (Figura 45, Resultados I). Dichas velocidades se encuentran en el rango de 
0.08 a 0.44 M NO  min-1 para los extremos de 5 y 30 M SPER-NO, respectivamente, 




 Se ha mostrado que la liberación de NO a partir de los diazoniodiolatos puede 
iniciarse por un proceso fotolítico (Srinivasan et al., 2001; Pavlos et al., 2004; Lymar 
y Shafirovich, 2007) y/o por la adición de un aceptor de electrones, generalmente un H+, 
al grupo [N(O)NO]  (Maragos et al., 1991; Keefer et al., 1996). En el caso particular de la 
SPER-NO, se ha descripto una compleja dependencia de la constante de velocidad de 
liberación de NO con la [H+] en el medio de reacción (Davies et al., 2001). En este 
sentido, se observó que tanto la especie monoprotonada como la no protonada son 
capaces de liberar NO. Además, Davies y colaboradores (2001) estudiaron la inhibición 
de la reacción de descomposición por la dimerización de la SPER-NO y la presencia de 
iones metálicos, tales como el Cu2+ y el Fe3+. Por ello, la velocidad de liberación y, por 
consiguiente, la [NO] en el medio de reacción pueden variar drásticamente de un medio a 
otro.  
 Asimismo, la descomposición de los NONOatos posee una fuerte dependencia con 
la temperatura. Para esta reacción, se ha informado una energía de activación de 
100 kJ  mol-1 (Ramamurthi y Lewis, 1997; Shaikh et al., 2014), por lo que se estima, a 
37 °C, una modificación de alrededor del 13% en la constante de velocidad al variar la 
temperatura 1 °C. 
  Teniendo en cuenta que la [NO] aportada por la SPER-NO resulta de la compleja 
relación entre los diversos factores que afectan la descomposición del dador, fue 
necesario comprobar si la [NO] calculada utilizando el modelo cinético se corresponde 
con la obtenida experimentalmente. Para tal fin, se detectaron las [NO] aportadas por 
distintas [SPER-NO]0 utilizando el electrodo ISO-NOP y a través del ensayo de oxidación 
de la HbO2, realizando las determinaciones en ausencia como en presencia de 
membranas mitocondriales.       
 A partir de los registros temporales de [NO], obtenidos mediante el sensor 
ISO-NOP en buffer fosfato, para [SPER-NO]0 comprendidas en el rango de 5 a 30 M, y 
ajustando una ecuación lineal, se calcularon las d[NO]/dt. Dichas velocidades se 
correlacionaron linealmente (r2= 0.996) con las [SPER-NO]0, en forma similar a lo 
observado con los datos simulados aplicando el modelo cinético (Figura 45, 
Resultados I).  
No se observaron diferencias significativas entre los resultados experimentales y 
los calculados a partir del método de Euler modificado. La superposición de los registros 
simulados con los obtenidos experimentalmente permitió verificar que el modelo utilizado 
se ajusta a los resultados obtenidos mediante el sensor electroquímico, en buffer fosfato. 
El modelo fue capaz de explicar el perfil de las [NO] aportadas por SPER-NO en 




se tuvo en cuenta la pérdida de NO por volatilización propuesta por Ramamurthi y Lewis 
(1997) dado que, en todos los casos, se utilizaron contenedores que minimizaron el área 
de superficie de solución expuesta a la atmósfera (cubetas) o viales tapados con septos 
de goma (Thomas et al., 2002). 
 Teniendo en cuenta que al utilizar GSNO como fuente de NO y el método 
electroquímico, la presencia de membranas mitocondriales en el medio produjo una 
disminución en la [NO] detectada, se decidió evaluar si dicho efecto se evidenciaba con 
el dador SPER-NO. Para ello, se utilizaron tres [SPER-NO]0 (5, 10 y 30 M) y se 
determinó la d[NO]/dt en un medio conteniendo membranas mitocondriales en una 
concentración equivalente a 1 mg de proteína  ml-1. Nuevamente, se registró una menor 
d[NO]/dt en presencia de la matriz biológica, efecto que se relaciona en forma inversa 
con la [SPER-NO]0. Así, cuando se utilizó SPER-NO 5 M, no fue posible detectar NO en 
el medio de reacción. Al duplicar la [SPER-NO]0 (10 M), la d[NO]/dt en presencia de la 
suspensión mitocondrial se redujo un 72% en comparación a la registrada en buffer 
fosfato. A [SPER-NO]0 = 30 M, máxima concentración ensayada, la disminución en la 
d[NO]/dt resultó del 27%. Estos resultados, similares a los obtenidos con GSNO, están 
de acuerdo con los mecanismos discutidos anteriormente.  
Por otro lado, también se utilizó el ensayo espectrofotométrico de oxidación de 
HbO2 para determinar la [NO] aportada por la SPER-NO. Al utilizar el NONOato, las [NO] 
determinadas por el método de oxidación de HbO2 resultaron mayores que aquellas 
obtenidas al utilizar el electrodo ISO-NOP o las calculadas por resolución del modelo 
cinético. En el rango de [SPER-NO]0 ensayado (5 a 30 M), las diferencias oscilaron 
entre el 20 y 30%. Estos resultados coinciden con aquellos observados al utilizar GSNO 
como dador. Nuevamente, el atrapamiento del NO por la HbO2 justificaría la mayor 
concentración detectada, debido a la elevada constante de velocidad y el exceso de 
HbO2 en el medio de reacción. Este mecanismo no se considera en el modelo cinético, el 
cual solo contempla el consumo del NO por autoxidación.  
A fin de conocer si las [NO] en el medio de reacción no mostraban diferencias entre 
la ausencia y la presencia de membranas, se ensayaron tres [SPER-NO]0 (5, 10 y 
30 M), en presencia de membranas mitocondriales en una concentración equivalente a 
1 mg de proteína  ml-1; y se compararon los perfiles de [NO] en función del tiempo con 
los obtenidos en buffer fosfato. Los resultados obtenidos indican que tanto al utilizar 
GSNO como al usar SPER-NO como fuentes de NO, el método espectrofotométrico 
permite detectar [NO] similares en ausencia o presencia de membranas mitocondriales. 




de reacción debidas a la presencia de la suspensión mitocondrial sólo se evidencian al 
utilizar el método electroquímico. 
 
 
2. Efectos del NO sobre el área ubiquinona:citocromo b de la cadena respiratoria 
mitocondrial  
 En el año 1994, los trabajos de Cleeter y colaboradores, de Schweizer y Richter y 
de Brown y Cooper mostraron que el NO inhibe la enzima terminal de la cadena 
respiratoria mitocondrial, es decir, la citocromo oxidasa, en forma reversible y competitiva 
con el O2. Trabajos previos, orientados a elucidar el sitio de unión del O2 en la enzima, 
habían documentado la interacción del NO con el complejo IV (Wainio, 1955; Stevens et 
al., 1979; Brudvig et al., 1980; Erecinska y Wilson, 1980; Gorren et al., 1988; Carr y 
Ferguson, 1990). No obstante, luego de comprobarse la participación del NO en 
procesos fisiológicos fue cuando cobró relevancia el enfoque de “el NO como regulador 
fisiológico de la citocromo oxidasa”, la modulación de la actividad enzimática en 
condiciones biológicas y las consecuencias sobre el consumo de O2. 
 Posteriormente, en 1996, Poderoso y colaboradores mostraron que el NO también 
inhibe la transferencia de electrones en el área ubiquinona:citocromo b de la cadena 
respiratoria, incrementando la producción de O2
●-, en membranas mitocondriales de 
corazón de rata. Estas observaciones se sumaron al hallazgo de la producción 
mitocondrial de NO (Ghafourifar y Richter, 1997; Giulivi et al., 1998) y a la identificación y 
caracterización de la isoforma mitocondrial de las NOS, la mtNOS (Tatoyan y Giulivi, 
1998; Kanai et al., 2001; Elfering et al., 2002). A su vez, se describió la participación del 
NO en reacciones redox en la matriz mitocondrial, las cuales regulan la concentración 
intramitocondrial en estado estacionario del propio NO y de otras especies reactivas, 
tales como O2
●-, H2O2 y ONOO
- (Poderoso et al., 1996; 1998; 1999a; Valdez et al., 2000). 
 En este contexto, el NO adquirió protagonismo como un metabolito esencial en la 
regulación de la respiración y el metabolismo energético celular, junto al ADP y al O2. Al 
activarse la respiración celular por la demanda energética, la disponibilidad de ADP 
modula la actividad de la FoF1-ATPasa, mientras que el O2 y el NO modulan la actividad 
de citocromo oxidasa (Giulivi, 1998; Boveris et al., 1999a; Boveris et al., 2000; Brown, 
2001).  
 Los efectos del NO sobre el complejo IV se encuentran ampliamente estudiados, 
aceptados y discutidos en bibliografía. El NO interacciona reversiblemente con el centro 




Giuffre et al., 1996; Antunes et al., 2004; 2007; Antunes y Cadenas, 2007). Además, el 
NO puede reaccionar con el CuB oxidado, produciendo NO2
−; esta última reacción es 
independiente del O2 e inhibe en forma acompetitiva a la citocromo oxidasa (Torres et al., 
1998; 2000; Giuffre et al., 2000; Mason et al., 2006). Teniendo en cuenta ambos 
mecanismos, el competitivo y el acompetitivo, Antunes y colaboradores (2004; 2007) 
describieron la inhibición del complejo IV por el NO mediante un modelo capaz de 
reproducir las observaciones experimentales. Estas observaciones incluyen: (i) el 
carácter competitivo con el O2, (ii) la inhibición de la respiración mitocondrial aún a 
elevadas relaciones [O2] / [NO] (> 1000) y (iii) el mayor grado de inhibición en estado 3 
que en estado 4. Además, Antunes y colaboradores (2007) mostraron que la inhibición 
competitiva explica los resultados obtenidos en condiciones de respiración activa (estado 
3), para [O2] que abarcan tanto el rango de concentraciones fisiológicas (10 M) como 
las utilizadas in vitro (220 M). En estado 4, la situación se complejiza: a bajas [O2] 
(<30 M), la inhibición es competitiva; mientras que a elevadas [O2] (220 M) predomina 
la inhibición acompetitiva. En el rango de concentraciones intermedio, el componente 
competitivo prevalece sobre el acompetitivo. De esta forma, la inhibición ejercida por el 
NO sobre la citocromo oxidasa depende del ciclo catalítico de la enzima: a mayor flujo de 
electrones en el complejo IV, mayor grado de inhibición por el NO. El componente 
competitivo se impone al acompetitivo, excepto en condiciones de bajo flujo de 
electrones y elevadas [O2] (Antunes et al., 2004; 2007; Antunes y Cadenas, 2007).  
 En contraposición a la detallada documentación respecto a la inhibición de la 
citocromo oxidasa, poco se conoce acerca de la inhibición del NO sobre el área 
ubiquinona:citocromo b y las consecuencias en la fisiopatología mitocondrial, siendo el 
único reporte original el trabajo publicado por Poderoso y colaboradores (1996). 
 El complejo III resulta de fundamental importancia en la cadena respiratoria 
mitocondrial. Por un lado, en dicho complejo convergen las vías de oxidación de NADH 
(complejo I) y de succinato (complejo II), las cuales reducen la ubiquinona a ubiquinol; 
una vez reducido, el ubiquinol ingresa al complejo III, donde se cataliza la transferencia 
de electrones hacia el citocromo c. Esta transferencia de electrones se acopla a la 
translocación de protones, desde la matriz hacia el espacio intermembranas, 
contribuyendo a la generación de la fuerza protón motriz (Δp) (Berry et al., 2000; Crofts, 
2004; Crofts et al., 2008).  
 Por otro lado, el complejo III es una de las principales fuentes mitocondriales de 
O2
●-. La inhibición en la transferencia de electrones, y la consecuente acumulación de los 
citocromos b en estado reducido, limita la oxidación de la semiquinona en el sitio Qo, 
permitiendo la interacción con el O2 molecular y su reducción a O2




Turrens et al., 1985; Bleier y Dröse, 2013; Guillaud et al., 2014). La dismutación del O2
●-, 
catalizada por la SOD, produce H2O2 (McCord y Fridovich, 1969; Cadenas et al., 1977); 
este último es capaz de difundir al citosol, actuando como mensajero en la señalización 
de cascadas sensibles a estados redox (Boveris y Cadenas, 2000; Bleier y Dröse, 2013; 
Sies, 2014; Yin et al., 2014; Bleier et al., 2015; Sies, 2017). 
 Teniendo en cuenta el escenario planteado, en el presente trabajo de Tesis se 
profundizaron los conocimientos en cuanto a la inhibición del complejo III por NO.  
 
 
2.1. Efecto del NO sobre la transferencia de electrones en el complejo III 
mitocondrial  
 En una primera etapa, el estudio se focalizó sobre la inhibición de la transferencia 
de electrones, utilizando partículas submitocondriales (SMP) de corazón bovino y 
distintas fuentes de NO. Las SMP presentaron una actividad de succinato:citocromo c 
reductasa (complejo II-III) de 222 ± 4 nmol  min-1  mg proteína-1. Esta actividad 
enzimática se inhibió en presencia de GSNO o SPER-NO, hallándose, en ambos casos, 
un perfil de decaimiento hiperbólico en función de las concentraciones iniciales de los 
dadores. Teniendo en cuenta la [NO] alcanzada en el medio de reacción, al finalizar el 
tiempo de exposición de las muestras a cada concentración del dador (Resultados I), se 
observó una inhibición del complejo II-III estadísticamente significativa, de alrededor del 
20%, a una concentración de 0.20-0.25 M NO, obtenida a partir de SPER-NO 5 M o 
GSNO 100 M. El efecto inhibitorio máximo, correspondiente a un 48-51%, se registró a 
~1.25 M NO, concentración alcanzada al utilizar SPER-NO 30 M o GSNO 500 M 
como fuentes de NO. Cabe mencionar que la actividad de succinato:citocromo c 
reductasa resulta de la interacción de dos complejos con actividad oxidorreductasa: el 
complejo II, o succinato:coenzima Q reductasa, y el complejo III, o UQH2:citocromo c 
reductasa (Figura 83). Por ello, se evaluó el efecto del NO sobre la actividad del complejo 
II. Ninguno de los dadores utilizados (GSNO o SPER-NO) modificó la actividad de 
succinato:coenzima Q reductasa, sugiriendo que, en las concentraciones ensayadas, el 






Figura 83. Esquema de la transferencia de electrones en las actividades de 
succinato:citocromo c reductasa, succinato:coenzima Q reductasa y UQH2:citocromo c 
reductasa. El NO reduce la actividad de succinato:citocromo c reductasa sin modificar la 
actividad de succinato:coenzima Q reductasa. Por lo tanto, el efecto se centra en la 
actividad de UQH2:citocromo c reductasa (complejo III). 
 
 La actividad de UQH2:citocromo c reductasa también se encuentra asociada al 
complejo I mitocondrial, conformando el complejo I-III con actividad NADH:citocromo c 
reductasa. Un patrón de inhibición hiperbólico, similar al registrado en el complejo II-III, 
se observó cuando se analizó el efecto del NO aportado por el GSNO sobre la actividad 
de NADH:citocromo c reductasa. La máxima inhibición resultó del 63% y se registró en 
presencia de GSNO 500 M, condiciones en las que se alcanza una [NO] de ~1.25 M. 
 En conjunto, el perfil de inhibición similar registrado para las actividades de los 
complejos I-III y II-III y la ausencia de efecto sobre el complejo II sugieren la interacción 
del NO con algún componente situado entre el UQH2 y el citocromo c de la cadena 
respiratoria mitocondrial. Estos resultados están de acuerdo con aquellos reportados por 
Poderoso y colaboradores (1996), quienes hallaron una inhibición máxima en la actividad 
de NADH y de succinato:citocromo c reductasa, en membranas mitocondriales de 
corazón de rata, del 63 y 74%, respectivamente, a una [NO] de 1.2 M aportada por el 
sistema GSNO - DTT. 
Las observaciones registradas bajo diferentes condiciones experimentales pueden 
resultar, en apariencia, contradictorias. Tal es el caso de la inhibición del complejo II por 
el NO descripta por otros grupos. Welter y colaboradores (1996) mostraron que el NO es 
capaz de inhibir irreversiblemente la actividad de succinato deshidrogenasa, por 
destrucción de los clusters Fe-S que componen el complejo II, llevando a la inhibición 













Sin embargo, los autores trabajaron con preparaciones enzimáticas aisladas expuestas a 
concentraciones suprafisiológicas de NO (2 mM) y en ausencia de O2. En estas 
condiciones experimentales, no compatibles con la fisiopatología celular, la [NO] resulta 
alrededor de 2000 veces mayor a la máxima concentración utilizada en este trabajo de 
Tesis, pudiendo ocurrir otros mecanismos o afectarse otros componentes de menor 
afinidad por el NO, tales como los clusters Fe-S. Asimismo, como los propios autores 
sugieren (Welter et al., 1996), el complejo II en las SMP resulta menos susceptible al NO 
debido a la formación de estructuras supramoleculares por asociación con otros 
complejos respiratorios. Por otro lado, Simonin y Galina (2013) han informado que el NO 
inhibe el complejo II en mitocondrias de células vegetales aisladas de tubérculo de papa. 
En contraste con lo observado en mitocondrias de mamíferos, la inhibición de la 
succinato deshidrogenasa resultó reversible a una [NO] = 0.1 M y se detectó aún a 
elevadas [O2] (>150 M), en condiciones de respiración activa (estado 3). Los autores 
(Simonin y Galina, 2013) proponen que alguna de las subunidades adicionales de la 
succinato deshidrogenasa presente en las mitocondrias de los vegetales sería 
responsable del mecanismo inhibitorio descripto, estableciendo una diferencia en la 
regulación de la respiración en las plantas basada en las características estructurales de 
los complejos enzimáticos.  
 La multiplicidad de resultados puede deberse no sólo a la complejidad de la 
preparación mitocondrial utilizada, sino también a la fuente de NO y la [NO] alcanzada. 
Por un lado, los dadores de NO promueven una liberación local, controlada y constante 
del gas. Sin embargo, este proceso depende fuertemente de las condiciones 
experimentales, siendo necesaria la caracterización previa de la cinética de liberación de 
NO en las condiciones de trabajo. En este contexto, es necesario analizar también el 
posible efecto de los productos de descomposición del dador. A fin de evitar las 
desventajas de la utilización de dadores, se recurre al uso de soluciones de NO. No 
obstante, la adición de un bolo de NO podría generar efectos biológicos diferentes a los 
registrados en presencia de concentraciones estables de NO, controladas por la 
liberación del gas a partir de un dador y el consumo en el medio de reacción (Giulivi, 
1998). 
Teniendo en cuenta las mencionadas ventajas y limitaciones de cada clase de 
fuente de NO, en el presente trabajo se utilizaron GSNO y SPER-NO, como dadores, así 
como también solución de NO; y se llevaron a cabo controles experimentales, a fin de 
confirmar los resultados obtenidos y descartar posibles interferencias. Precisamente, 
tanto la inhibición de la actividad del complejo II-III como la no modificación de la 




confirmaron mediante la utilización del dador específico de NO, SPER-NO. La actividad 
de succinato:citocromo c reductasa se analizó también luego de la exposición de las 
SMP a los productos de descomposición de ambos dadores. Así, el GSNO sintetizado 
entre 30 y 45 días previos a su utilización, tiempo superior a 7 vidas medias para la 
liberación de NO en ausencia de luz (Singh RJ et al., 1996), no produjo efectos 
inhibitorios en la actividad enzimática del complejo II-III. Tampoco se registraron cambios 
en dicha actividad enzimática al exponer las SPM a espermina, amina base del aducto 
SPER-NO y producto de descomposición del mismo (Maragos et al., 1991). En conjunto, 
los resultados refuerzan la hipótesis del efecto regulador del NO sobre la transferencia de 
electrones en el complejo bc1. 
 Más aún, la inhibición de la actividad de succinato:citocromo c reductasa se registró 
también como consecuencia de la generación endógena de NO. La incubación de las 
SMP en presencia de cofactores y sustratos de la mtNOS (NADPH, Ca2+ y L-arginina) 
produjo una reducción del 36% en la actividad del complejo II-III. Dicho efecto no se 
registró en presencia del inhibidor de las NOS L-NMMA, confirmando la producción 
enzimática del NO. Teniendo en cuenta que las membranas mitocondriales de corazón 
producen alrededor de 1 nmol NO  min-1  mg proteína-1 (Valdez et al., 2006; Valdez y 
Boveris, 2007) y considerando que 0.03 mg de proteína mitocondrial se incubaron 
durante 3 min, la [NO] en el medio de reacción sería de alrededor de 0.1 M. Este valor 
se encuentra en el orden de las [NO] aportadas por los dadores GSNO o SPER-NO, 
registrándose un efecto inhibitorio sobre la actividad del complejo II-III similar al obtenido 
en presencia de dichos dadores. 
 Confirmando los resultados obtenidos con el NO aportado por GSNO o SPER-NO o 
producido por la mtNOS, la actividad de succinato:citocromo c reductasa se inhibió 
también al exponer las SMP a una solución de NO, obtenida por burbujeo de una mezcla 
de NO gas al 10% (balance N2). Aunque el bloqueo de la transferencia de electrones se 
produjo por exposición de la muestra a un bolo de NO, se necesitó una [NO] mayor para 
observar un determinado porcentaje de reducción en la actividad enzimática. Así, para 
registrar un 53% de inhibición, fue necesaria una [NO] de 10 M, alrededor de 10 veces 
mayor que la [NO] necesaria para observar igual grado de inhibición al utilizar los 
dadores. Esta diferencia puede justificarse teniendo en cuenta el consumo de NO por el 
medio de reacción o la autoxidación: la adición de la solución de NO provoca un aumento 
repentino en la concentración del gas, incrementándose la velocidad de autoxidación y/u 
otros procesos de consumo, en comparación con las condiciones de [NO] bajas y 




Una instancia más en la profundización del análisis de la inhibición de la 
transferencia de electrones en el complejo III, debido a la interacción con el NO, se logró 
trabajando con una fracción enriquecida en dicho complejo enzimático. La suspensión 
conteniendo el complejo bc1 aislado presentó una actividad de decilubiquinol:citocromo c 
reductasa de 12.9 ± 0.6 mol  min-1  mg proteína-1; dicha actividad se inhibió en forma 
hiperbólica en presencia de concentraciones crecientes de NO, aportadas por la solución 
acuosa del gas. La inhibición máxima, de entre el 53 y 56%, se registró a [NO]  1 M. 
Esta observación concuerda con las [NO] que producen efectos inhibitorios similares 
sobre la actividad de los complejos II-III y I-III, al utilizar GSNO o SPER-NO como fuentes 
de NO. La función ajustada a los resultados experimentales indica que la mitad del efecto 
inhibitorio máximo se alcanza a una [NO] = 226 nM.  
 Por lo tanto, el efecto inhibitorio del NO sobre la transferencia de electrones entre el 
UQH2 y el citocromo c resultó independiente de la fuente del gas. Concretamente, la 
inhibición se registró no sólo al utilizar dadores de NO, sino también al exponer las 
preparaciones mitocondriales a NO endógeno, producido por la mtNOS, o a un bolo de 
NO, proveniente de una solución acuosa del gas.  
Un resultado no esperado de la inhibición del NO sobre la actividad del complejo 
II-III resultó la insensibilidad a la adición de HbO2. La actividad de succinato:citocromo c 
reductasa de SMP expuestas a NO ~1.3 M, aportado por GSNO 500 M (110  4 nmol 
 min-1  mg proteína-1), no mostró cambios significativos tras la adición de HbO2 50 M 
(106  7 nmol  min-1  mg proteína-1).  
 La reacción entre el NO y la Hb se encuentra limitada por la difusión del NO hacia 
el grupo hemo en la proteína. Dependiendo de la forma en la que se halla dicho grupo 
hemo, dos reacciones pueden llevarse a cabo. Así, el NO puede reaccionar con la HbO2, 
produciéndose NO3
- y metHb; o reaccionar con la deoxiHb, obteniéndose 
hierro-nitrosil-Hb (Doyle y Hoekstra, 1981; Ignarro et al., 1993; Gladwin et al., 2003). En 
condiciones de [O2] atmosférico, la forma HbO2 es la predominante (99%), por lo que 
virtualmente la totalidad del NO agregado o liberado en solución es oxidado a NO3
- 
(Murphy y Noack, 1994; Gladwin et al., 2003). El mecanismo propuesto involucra la 
interacción del NO con el Fe(II)-O2 en el grupo hemo, generando un intermediario 
Fe(III)-OONO; el mismo, por isomerización, produce metHb (Hb-Fe(III)) y NO3
 (Ignarro 
et al., 1993; Eich et al., 1996; Silaghi-Dumitrescu et al., 2015). La elevada constante de 
velocidad (k = 3.7  107 M-1 s-1) promueve el rápido consumo de NO, en tiempos 
estimados de alrededor de 0.1 ms (Gow et al., 1999; Gladwin et al., 2003). Además, en 
condiciones fisiológicas, la HbO2 presente en los glóbulos rojos se encuentra en elevadas 




la reacción del NO con la HbO2 se presenta como el principal mecanismo de consumo 
del gas en el lecho vascular (Goretski y Hollocher, 1988; Beckman, 1996). 
 Teniendo en cuenta las características bioquímicas y biofísicas de la reacción entre 
el NO y la HbO2, la misma se utiliza con el objetivo de atrapar el NO presente en el medio 
de reacción, minimizando la concentración del gas instantáneamente (Murphy y Noack, 
1994; Gladwin et al., 2003). En el presente trabajo, los resultados obtenidos al ensayar el 
efecto de la adición de HbO2 sobre las SMP expuestas a NO sugieren que, en las 
condiciones experimentales utilizadas, el efecto del NO sobre el complejo III no es 
fácilmente reversible.  
 
 
2.2. Efecto del NO sobre el estado de reducción de la UQ y de los citocromos 
 La interrupción de la transferencia de electrones en la cadena respiratoria 
mitocondrial lleva a la acumulación de los componentes redox en estado reducido u 
oxidado, conforme se encuentren ubicados antes o después del sitio de inhibición. La 
evaluación del estado de reducción de la UQ y los citocromos, componentes involucrados 
en la transferencia de electrones desde el succinato al O2, permitió observar, como 
consecuencia de la presencia de NO, la acumulación de UQH2 y de los citocromos b, c y 
aa3 en estado reducido. 
 La [UQH2] registrada en presencia de NO ~1.3 M (GSNO 500 M; 16 ± 4%) 
resultó similar a la obtenida en presencia de antimicina o mixotiazol (13 ± 3 y 15 ± 5%, 
respectivamente). En las condiciones ensayadas, se utilizó succinato como fuente de 
electrones, de forma que la reducción de la UQ se produjo a expensas de la actividad de 
succinato:coenzima Q reductasa (complejo II). Esta observación está de acuerdo con la 
conservación de dicha actividad enzimática en SMP expuestas a GSNO o SPER-NO. 
Además, teniendo en cuenta que la acumulación de UQH2 resulta comparable a la 
registrada en condiciones de bloqueo del sitio Qo (adición de mixotiazol) o del Qi (adición 
de antimicina) en el complejo III, los resultados indican que la presencia de NO lleva a 
una menor oxidación del UQH2 por el complejo bc1. Considerando que las SMP de 
corazón bovino contienen aproximadamente 3 - 6 nmol de UQ total  mg proteína-1 
(Ernster et al., 1969; Boveris et al., 1976), la [UQH2] alcanzada luego de la exposición de 
las SMP a NO puede estimarse en 0.48 – 0.96 nmol  mg proteína-1. Dado que alrededor 
de un 25% de la UQ total es susceptible a reducción enzimática en presencia de 
succinato (Chance, 1965; Boveris et al., 1976), la [UQH2] detectada en presencia de NO 




 Los espectros de absorbancia de los citocromos obtenidos en presencia de GSNO 
500 M (NO ~1.3 M) mostraron la acumulación de los citocromos b, c y aa3 en estado 
reducido. Este perfil es compatible con la inhibición del complejo IV, enzima terminal de 
la cadena respiratoria, tal como se evidenció en presencia de CN-. Teniendo en cuenta 
que la inhibición de la citocromo oxidasa por el NO es competitiva con el O2 (Cleeter et 
al., 1994; Brown y Cooper, 1994; Takehara et al., 1995; Antunes et al., 2004; 2007), se 
ensayaron dos [O2]: 220 y 30 M. La disminución en la [O2] produjo un incremento del 
49% en el contenido de citocromo aa3 en estado reducido, situado en la citocromo 
oxidasa; y un aumento del 14% en el contenido del citocromo c en estado reducido, 
sustrato de la citocromo oxidasa. Sin embargo, no se registraron cambios en el contenido 
de citocromos b en estado reducido al modificar la [O2] en el medio de reacción. Estos 
resultados pueden explicarse considerando que al disminuir la [O2] en el medio de 
reacción, se facilita la inhibición del complejo IV por el NO, aumentando el porcentaje de 
citocromo aa3 en estado reducido y, por disminución de la actividad catalítica del 
complejo IV, el del sustrato del mismo: citocromo c2+. Además, las observaciones son 
compatibles con un segundo sitio de interacción del NO, situado en el complejo bc1. Esta 
interacción resulta independiente de la [O2] y permite la acumulación de los citocromos b 
en estado reducido, en forma similar a la registrada en presencia de antimicina.  
 El análisis de los resultados obtenidos al utilizar GSNO, SPER-NO, solución acuosa 
de NO puro o a través de la producción endógena por mtNOS, muestra que el NO inhibe 
la transferencia de electrones desde el NADH o desde el succinato hacia el citocromo c 
(actividades de complejos I-III y II-III en SMP), dado que bloquea la transferencia de 
electrones desde el UQH2 hacia el citocromo c, (actividad de decilubiquinol:citocromo c 
reductasa en fracción enriquecida en complejo III). La acumulación de UQH2 y citocromos 
b en estado reducido está de acuerdo con la interrupción del flujo de electrones en el 
complejo bc1, sin afectarse el aporte de electrones desde el complejo II a través de la 
oxidación de succinato (Figura 84). Además, el porcentaje de citocromos b en estado 
reducido no se modifica con la relación [O2] / [NO]. Por otro lado, en las condiciones 
experimentales ensayadas, el efecto inhibitorio no se revirtió por la adición de HbO2, un 
potente atrapador de NO (k = 3  107 M-1 s-1; Doyle y Hoekstra, 1981). De esta forma, la 
independencia con la O2 del medio y la fuerte unión del NO al complejo III, aún en 
presencia de HbO2, son dos características diferenciales de las descriptas para la 
inhibición del complejo IV por el NO (Cleeter et al., 1994; Brown y Cooper, 1994; 







Figura 84. Esquema de los efectos del NO, aportado por GSNO, SPER-NO, una solución 
de NO puro o producido endógenamente por la mtNOS, sobre el área 
ubiquinona:citocromo b. La interacción del NO con el complejo III inhibe la transferencia 
de electrones (actividades de succinato y ubiquinol:citocromo c reductasa), promoviendo 
la acumulación del UQH2 y los citocromos b en estado reducido. 
  
 Teniendo en cuenta estas observaciones, se confirma que concentraciones 
submicromolares de NO producen la inhibición de la transferencia de electrones en la 
región ubiquinona:citocromo b y que el efecto se centra en algún componente reactivo al 
NO en el complejo III. 
 
 
2.3. Efecto del NO sobre la producción de especies reactivas del oxígeno en el 
complejo III mitocondrial 
 La interrupción de la transferencia de electrones en el complejo III puede derivar en 
la generación de O2
●-, resultado de la autoxidación de la UQH● formada en el sitio Qo 
(Boveris y Cadenas, 1975; Turrens et al., 1985; Muller et al., 2002; 2003). En este 
sentido, aquellos compuestos que actúan impidiendo la oxidación del UQH2 en el sitio Qo, 
y por extensión la formación de UQH, minimizan la producción de O2
●-; tal es el caso de 
la estigmatelina y el mixotiazol (Ksenzenko et al., 1983; Sun y Trumpower, 2003; Dröse y 
Brandt, 2008; Bleier y Dröse, 2013). Por el contrario, los compuestos que, a 
consecuencia de su efecto inhibitorio, promueven la formación de UQH, incrementan la 
generación de O2




















interactúa en el sitio Qi y bloquea la oxidación de los citocromos b (Slater, 1973; von 
Jagow y Bohrer, 1975). Concretamente, la acumulación de electrones en la cadena de 
bajo potencial, es decir los citocromos b en estado reducido, favorece la formación y/o 
estabilización de la UQH en el sitio Qo, permitiendo la interacción con el O2 y su 
reducción a O2
●- (Boveris y Cadenas, 1975; Turrens et al., 1985; Dröse y Brandt, 2008; 
Bleier y Dröse, 2013). Así, el complejo bc1 inhibido por antimicina, en presencia de 
sustratos dadores de electrones, produce O2
●- a velocidades comprendidas en el rango 
de 2 a 7 nmol  min-1  mg proteína-1 (Boveris y Cadenas, 1975; Turrens et al., 1985; 
Quinlan et al., 2011), las cuales representan incrementos de entre 2 y 8 veces respecto a 
las producciones en ausencia del inhibidor. 
 Los resultados incluidos en el presente trabajo indican que la velocidad de 
generación de O2
●- por el complejo III también se incrementa en presencia de NO. El 
perfil hiperbólico registrado al incubar las SMP con concentraciones crecientes de GSNO, 
como fuente de NO, alcanzó un máximo de 1.27 ± 0.08 nmol O2
●-  min-1  mg proteína-1 
a [GSNO] = 500 M (1.3 M NO). Esta producción resultó 58% más alta que la 
registrada en ausencia de GSNO (0.80 ± 0.05 nmol O2
●-  min-1  mg proteína-1) y 
representó un 53% del máximo valor detectado en presencia de antimicina (2.4 ± 0.2 
nmol O2
●-  min-1  mg proteína-1). Las observaciones experimentales mencionadas 
sugieren que los efectos del NO sobre la producción de O2
●- se orientan en el mismo 
sentido que los de la antimicina. 
 Bajo una determinada [NO]ss, establecida por la liberación de NO a partir de 
dadores, junto a la producción de O2
●-, se prevé la formación de ONOO-. En las SMP, por 
su orientación reversa, la generación de ONOO- debería ocurrir principalmente en las 
proximidades de las proteínas del complejo III expuestas al lado N, las cuales podrían ser 
nitradas e inactivadas. Sin embargo, en el presente trabajo, para evaluar el efecto del NO 
sobre las determinaciones enzimáticas, las SMP se preincubaron en ausencia de 
equivalentes de reducción y en presencia de GSNO, una situación que favorece el 
aumento de la [NO]ss en ausencia de O2
●- derivado de los componentes mitocondriales en 
el medio de preincubación. En esta situación experimental, la producción de ONOO- se 
encuentra minimizada, por lo que los efectos primarios descriptos son atribuibles al NO, y 
no al ONOO-. Dicha suposición se confirmó ensayando la adición de SOD en el medio de 
preincubación, en una concentración suficientemente alta para descomponer el probable 
O2
●- formado. Los resultados obtenidos en presencia de SOD no mostraron diferencias 
con aquellos obtenidos en ausencia de dicha enzima.  
Interesantemente, se observó una correlación lineal (r2 = 0.965; p<0.0005) entre el 
porcentaje de incremento en la producción de O2




actividad del complejo II-III, ambos procesos adjudicados al NO liberado por el GSNO. En 
este sentido, la [GSNO] que produce la mitad del cambio máximo observado no sólo en 
la actividad de succinato:citocromo c reductasa, sino también en la producción de O2
●- 
resultó 100 M, lo cual corresponde a una [NO] de 0.25 M. La asociación entre la 
generación de especies reactivas del oxígeno y la inhibición de la transferencia de 
electrones en el área ubiquinona:citocromo b sugiere la existencia de un mecanismo 
común con, al menos, un intermediario en común. En este escenario, la UQH generada 
en el sitio Qo surge como probable candidato: al bloquearse el flujo normal de electrones, 
se incrementa la [UQH]ss, ya sea por estabilización de la semiquinona intermediaria en la 
oxidación del UQH2 (Boveris y Cadenas, 1975; Turrens et al., 1985) o por síntesis 
reversa a partir del citocromo bL
2+ (Dröse y Brandt, 2008; Sarewicz et al., 2010; Guillaud 
et al., 2014); el aumento en la [UQH]ss incrementa la probabilidad de autoxidación de 
dicho radical, derivando en una mayor velocidad de producción de O2
●- (Figura 85). 
 
 
Figura 85. Esquema del mecanismo de formación de O2
●- por el complejo III inhibido por 
NO. El bloqueo de la transferencia de electrones incrementa la [UQH]ss, lo cual aumenta 
la probabilidad de autoxidación y, en consecuencia, la generación de O2
●-.   
 En línea con este razonamiento, los espectros de EPR de SMP suplementadas con 
succinato y expuestas a NO mostraron un incremento en la altura de la señal a g = 1.99, 
atribuible a la UQH (de Vries et al., 1981; Salerno y Ohnishi, 1980; Davies y Hochstein, 
1982; Davies et al., 1982). En nuestras condiciones experimentales, se detectó una señal 












de UQH durante el funcionamiento del ciclo Q. La altura de esta señal se incrementó un 
42% en presencia de antimicina, observación que refuerza la identidad del radical y su 
implicancia en la generación de O2
●-. En forma similar, cuando las SMP se incubaron en 
presencia de NO, aportado por GSNO, SPER-NO o solución de NO, la señal a g = 1.99 
aumentó 35% respecto a la registrada en presencia de succinato, mostrando que el NO 
produce efectos similares a la antimicina en el área ubiquinona:citocromo b de la cadena 
respiratoria mitocondrial. Así, no sólo la antimicina sino también el NO, aportado por tres 
fuentes distintas, produjeron un incremento similar en la [UQH]ss, lo cual explica el 
aumento en la velocidad de producción de O2
●-. Los espectros de EPR de SMP 
expuestas a NO obtenidos bajo atmósfera de N2 mostraron alturas de señal similares a 
las de aquellos registrados en condiciones de [O2] atmosférico. Esta observación sugiere 
que el mecanismo de formación de UQH no involucra a especies NOx, es decir, 
productos de oxidación del NO, sobre el complejo III. Más aún, la adición de mixotiazol, 
tanto en presencia de antimicina como de GSNO, inhibió la formación de UQH, conforme 
al bloqueo del sitio Qo (Turrens et al., 1985; Esser et al., 2004). Además, la señal de 
UQH no se registró cuando las SMP fueron sometidas a desnaturalización proteica por 
exposición al calor, sugiriendo que la señal es dependiente de actividades enzimáticas. 
Este resultado está de acuerdo con las observaciones de Ohnishi y Trumpower (1980) 
quienes estimaron que, debido a la elevada constante de estabilidad de la UQH en el 
complejo III (5  10-2), alrededor de 8 órdenes de magnitud mayor a la constante de 
estabilidad en entornos hidrofóbicos, la ubisemiquinona se halla fuertemente unida a 
proteínas de membrana (Ohnishi y Trumpower, 1980; Salerno y Ohnishi, 1980). 
 A pesar de la dificultad de observar la UQH formada en el sitio Qo mediante 
espectroscopia de EPR, aún bajo condiciones que favorezcan su generación (Link, 1997; 
Jünemann et al., 1998; Zhu et al., 2007), diversos trabajos han mostrado la detección de 
la señal compatible con dicha UQH (de Vries et al., 1981; Cape et al., 2007; Zhang et al., 
2007). Más aún, Quinlan y colaboradores (2011) sostienen que la detección de la 
semiquinona puede ser posible al utilizar concentraciones de sustrato por debajo de la 
saturación, incluso en presencia de O2. Estas condiciones experimentales concuerdan 
con las utilizadas en el presente trabajo de Tesis. Considerando que las SMP de corazón 
bovino contienen aproximadamente 1 nmol de UQ reducible enzimáticamente  mg 
proteína-1 (Chance, 1965; Ernster et al., 1969; Boveris et al., 1976) y que el radical 
ubisemiquinona representa entre el 0.2 y 1.5% del contenido de ubiquinona 
enzimáticamente reducible (Backstrom et al., 1970), la [UQH] en presencia de succinato 
puede estimarse entre 2 y 15 pmol  mg proteína-1. La adición de NO incrementaría 




 Estudios mecanísticos muestran que el intermediario UQH, en el sitio Qo, se forma 
transitoriamente (Forquer et al., 2006; Cape et al., 2007; Zhang et al., 2007). Dos vías 
probables, denominadas semiforward  y semireverse (Dröse y Brandt, 2008), llevan a la 
generación de dicha semiquinona. Por un lado, en el mecanismo semiforward, la 
reacción de oxidación del UQH2 por el cluster Fe-S de la proteína de Rieske genera el 
radical UQH; el mismo, en condiciones normales de funcionamiento del ciclo Q, 
transfiere el electrón al citocromo bL. El bloqueo de este último paso estabiliza la UQH
, 
posibilitando su autoxidación (Muller et al., 2002). En el mecanismo semireverse, la UQH 
se genera por transferencia reversa de un electrón desde el citocromo bL reducido a la 
UQ unida en el sitio Qo (Dröse y Brandt, 2008; Quinlan et al., 2011; Guillaud et al., 2014). 
En este último caso, la generación de O2
●- es consecuencia del flujo reverso de 
electrones, desde el citocromo bL a la UQ y, posteriormente, al O2. 
 Sarewicz y colaboradores (2010) mostraron que la producción de O2
●- por el 
complejo bc1 puede resultar de la combinación de ambos mecanismos: semiforward y 
semireverse. Sin embargo, resultados experimentales en un amplio rango de 
condiciones, junto a la utilización de modelos cinéticos del complejo III, revelaron que la 
formación de UQH por la vía semireverse domina el estado estacionario de UQH y, en 
consecuencia, la producción de O2
●-. Precisamente, en condiciones donde el egreso de 
electrones por la cadena de bajo potencial hacia el sitio Qi está impedido y el estado de 
reducción del citocromo bH es constante, el citocromo bL, al ser reducido por la UQH
 
generada tras la oxidación parcial del UQH2 por el cluster Fe-S, se acumula en estado 
reducido. De esta forma, la velocidad de generación de O2
●- depende del contenido de 
citocromo bL en estado reducido y de la disponibilidad de UQ en estado oxidado, ambos 
sustratos para la formación de UQH por la vía semireverse (Sarewicz et al., 2010; 
Quinlan et al., 2011; Guillaud et al., 2014).  
 En ausencia de potencial de membrana (), la máxima velocidad de generación 
de O2
●- por el complejo III se registra cuando el contenido de citocromo bL en estado 
reducido se encuentra entre el 70-80% (Quinlan et al., 2011; Bleier y Dröse, 2013; 
Guillaud et al., 2014) y el de UQ alrededor del 30% (Dröse y Brant, 2008; Bleier y Dröse, 
2013; Guillaud et al., 2014). En nuestras condiciones experimentales, el contenido de 
citocromos b en estado reducido en presencia de NO o de antimicina resultó del 71 y 
79%, respectivamente. Asimismo, el porcentaje de UQH2 respecto al total de UQ 
enzimáticamente reducible se estimó alrededor del 65%, lo que equivale a un porcentaje 
de UQ del 35%. Estos porcentajes están de acuerdo con los reportados en condiciones 
de máxima producción de O2




 La formación de O2
●- por la transferencia de un electrón desde la UQH al O2 que 




●- Em,7 = -160 mV (40) 
UQH  UQ + e- + H+ Em,7 = +160 mV (41) 
 En términos de potenciales estándares de reducción en condiciones biológicas 
(Em,7), la reacción se encuentra en equilibrio (ΔG°´ = 0). En el complejo bc1, la oxidación 
de la UQH unida al sitio Qo depende del pasaje de electrones a través de la membrana 
interna mitocondrial, vía citocromos b, hacia el sitio Qi. Dado que este pasaje es opuesto 
al , el potencial de reducción resultante Eh,7 para la cupla UQH
/UQ será más negativo 
a elevados . De esta forma, en condiciones fisiológicas la velocidad de generación de 
O2
●- por la UQH en el complejo bc1 depende del  (Cadenas y Boveris, 1980; 
Rottenberg et al., 2009; Sarewicz et al., 2010; Guillaud et al., 2014).  
Un aumento significativo en la generación de especies reactivas del oxígeno se 
registra cuando el  correspondiente a la respiración activa (estado 3) aumenta hasta el 
valor característico del estado 4 (respiración pasiva) (Boveris et al., 1976; Boveris, 1984; 
Korshunov et al., 1997; Valdez et al., 2006; Boveris et al., 2006), con el consecuente 
incremento en el estado estacionario del componente autoxidable (UQH). Se estima que 
la producción de O2
●- en mitocondrias respirando varía desde 0.1 hasta 4% del total del 
O2 consumido, dependiendo del estado metabólico mitocondrial y de la [O2] local (Chance 
et al., 1979; Boveris y Repetto, 2016). De acuerdo a esto, el  y la relación 
[UQH2] / [UQ] se reportan como factores que, en condiciones fisiológicas, condicionan la 
producción de O2
●- por el complejo III mitocondrial (Rottenberg et al., 2009; Bleier y 
Dröse, 2013). Conforme a los resultados presentados en el presente trabajo, el NO se 
presenta como un efector fisiológico adicional, involucrado en la regulación de la 
generación de especies reactivas del oxígeno a través de la interacción en el área 
ubiquinona:citocromo b de la cadena respiratoria mitocondrial. 
 El O2
●- es el precursor estequiométrico del H2O2. En la matriz mitocondrial, la 
reacción de dismutación del O2
●- (Ecuación 42) involucra la actividad de la isoforma 
Mn-SOD (McCord y Fridovich, 1969; Weisigner y Fridovich, 1973; Cadenas et al., 1977). 
 
2 O2
●- + 2 H+ 
Mn-SOD 
H2O2 + O2 
(42) 
De esta forma, las SMP expuestas a GSNO como fuente de NO mostraron un incremento 
hiperbólico no sólo en la velocidad de producción de O2




ambos casos, la máxima velocidad, 58% mayor a la registrada en ausencia de GSNO, se 
registró a GSNO 500 M (1.3 M NO). Además, ambas producciones mostraron una 
correlación lineal (r2 = 0.993; p<0.0001) con una pendiente de 1.98, conforme a la 
estequiometría de la reacción de dismutación: 2 O2
●- : 1 H2O2 (McCord y Fridovich, 1969; 
Cadenas et al., 1977). Dado que el H2O2 difunde a través de membranas, el H2O2 
generado por mitocondrias aisladas puede ser detectado en el medio de reacción. La 
producción de O2
●- y de H2O2 por mitocondrias adicionadas con succinato y con rotenona 
-para minimizar la producción de O2
●- por el complejo I mitocondrial por el flujo reverso de 
electrones- se atribuye al complejo III. Las mitocondrias acopladas de corazón de rata 
presentaron una velocidad de generación de H2O2 de 0.40  0.04 nmol  min
-1  mg 
proteína-1. Esta velocidad se incrementó alrededor de un 73% en presencia de NO 
1.25 M, aportado por GSNO 500 M o SPER-NO 30 M, porcentaje comparable al 
detectado en presencia de antimicina (78%). Las mitocondrias acopladas de corazón de 
rata también se expusieron a un bolo de NO, aportado por la solución de NO. La 
velocidad de producción de H2O2 se evaluó luego de la adición de NO 0.5 y 1 M; esta 
última concentración se aproxima a la lograda en la preincubación con GSNO 500 M o 
SPER-NO 30 M. Así, la exposición de mitocondrias a una [NO] = 0.5 M incrementó la 
generación de H2O2 en un 55%, respecto a las mitocondrias no expuestas a NO. Al 
duplicar la [NO] (1 M), se registró un aumento en la velocidad de producción de H2O2 de 
2.8 veces. En las mismas condiciones, la adición de antimicina produjo un incremento de 
3 veces respecto a la producción de H2O2 por mitocondrias no adicionadas con NO. En 
conjunto, los resultados muestran que, independientemente de la fuente utilizada, el NO 
promueve una mayor producción de H2O2, atribuible al complejo III mitocondrial. Este 
efecto sobre la producción de especies reactivas del oxígeno en el segmento 
ubiquinona:citocromo b es similar al producido por la antimicina: considerando que la 
presencia de antimicina promueve la máxima generación de H2O2, el efecto de 1 M NO 
resultó entre un 7-9% menor que dicho máximo producido por el bloqueo no fisiológico 
del complejo bc1. 
 Los aumentos observados en la producción de H2O2 en mitocondrias acopladas 
expuestas a NO están de acuerdo con aquellos obtenidos al utilizar SMP (Figura 54) y 
con los resultados publicados por Poderoso y colaboradores (1996), quienes mostraron 
que en SMP de corazón de rata expuestas a 1 M NO, la velocidad de generación de 
H2O2 aumentó alrededor de 0.35 nmol  min
-1  mg proteína-1. Asimismo, los resultados 
concuerdan con el concepto de actividad funcional de la mtNOS: en mitocondrias 
acopladas, la actividad de dicha enzima puede evaluarse a través de los efectos de su 




diferencia en las velocidades de producción de H2O2 registradas en condiciones 
experimentales de máxima (adición de L-arginina) y mínima (adición de un inhibidor de 
las NOS) generación de NO determina la “actividad funcional de la mtNOS sobre la 
regulación de la producción mitocondrial de H2O2”. El hecho se explica a través de la 
[NO]ss intramitocondrial alcanzada en cada condición y el efecto del NO sobre la 
producción de O2
●- por el complejo III (Valdez et al., 2005). 
 Se considera que el H2O2 participa en la señalización redox celular (Yin et al., 2012; 
2014; Marinho et al., 2014; Bleier et al., 2015; Brand, 2016; Sies, 2017). La constante de 
velocidad de reacción entre el H2O2 y diversas biomoléculas se encuentra en el orden de 
1 M-1 s-1, por lo que estas reacciones resultan relativamente lentas en condiciones 
fisiológicas. Sin embargo, existen notables excepciones, como la reacción del H2O2 con 
residuos de cisteína, en peroxirredoxinas, o seleno-cisteína, en glutatión peroxidasas 
(k  107 M-1 s-1) (Sies et al., 2016). Estas características permiten la difusión del H2O2 
desde el sitio de producción hacia destinos donde se encuentran moléculas sensibles a 
modificaciones en su estado de oxidación, las cuales participan en el sistema de 
transducción de señales redox (Winterbourn y Hampton, 2008; Murphy, 2012; Sies, 2014; 
Bleier et al., 2015; Sies et al., 2016). A consecuencia de la acción de sistemas catalíticos 
de remoción de H2O2 (Boveris y Cadenas, 1997), la distribución espacial del H2O2 no es 
uniforme, detectándose gradientes no sólo entre los medios intra y extracelular, sino 
también entre espacios subcelulares (Antunes y Cadenas, 2000; Marinho et al., 2013; 
Huang y Sikes, 2014). Más aún, se han descripto “nanodominios redox” en el 
microambiente de las crestas mitocondriales, involucrados en la regulación y señalización 
por Ca2+ en la interfase entre la mitocondria y el retículo endoplasmático (Booth et al., 
2016). El aporte de H2O2 a este subespacio se debe principalmente al complejo III (Bleier 
et al., 2015), mecanismo en el que, conforme a los resultados del presente trabajo, se 
encuentra modulado por NO, a través de su efecto sobre la producción de O2
●-.  
El papel del H2O2 como metabolito operativo en la señalización y regulación de vías 
redox depende de las concentraciones en estado estacionario (Sies et al., 2016; Sies, 
2017; Valdez et al., 2018). Así, [H2O2]ss comprendidas en el rango de 1 -10 nM se 
consideran concentraciones fisiológicas, en las cuales se observan los efectos 
regulatorios, compatibles con condiciones de eustrés oxidativo. A mayores 
concentraciones, el H2O2 participa en respuestas adaptativas al estrés oxidativo; mientras 
que concentraciones suprafisiológicas (> 100 nM) se asocian a distrés oxidativo, 
derivando en la disrupción de vías de señalización redox y/o daño a macromoléculas 





2.4. Efecto del NO sobre el consumo de O2 y el potencial de membrana 
mitocondrial 
 La inhibición reversible de la citocromo oxidasa por el NO disminuye el consumo de 
O2 mitocondrial. Asimismo, el bloqueo de la transferencia de electrones en el complejo 
bc1 podría contribuir al menor consumo de O2 al disminuir la velocidad de reducción del 
citocromo c3+ y, en consecuencia, la cantidad de citocromo c2+ disponible para transferir 
electrones al complejo IV. Para evaluar este fenómeno, se determinó la velocidad de 
consumo de O2 por mitocondrias acopladas de corazón de rata, adicionadas con 
succinato y rotenona. Las mitocondrias de corazón, energizadas con succinato, 
presentaron un control respiratorio de 2.6, de acuerdo con un eficiente acoplamiento 
entre la transferencia de electrones y la fosforilación oxidativa (Chance y Williams, 1956; 
Estabrook, 1967). La velocidad de consumo de O2 en estado 3 (113 ± 3 ng-átomo O  
min-1  mg proteína-1) se redujo en un 53% tras el agregado de NO 1 M. A fin de 
remover el NO presente en el medio de reacción, se adicionó un exceso de HbO2 
(40 M). Una vez establecida esta nueva condición experimental, la respiración en 
estado 3 resultó de 102 ± 3 ng-átomo O  min-1  mg proteína-1. Este resultado indica la 
recuperación del 90% de la velocidad de transferencia de electrones hacia el O2 tras el 
atrapamiento del NO; el 10% restante resultó, reiteradamente, insensible al agregado de 
HbO2, observación que sugiere que el NO está actuando en un sitio adicional a la 
citocromo oxidasa. Teniendo en cuenta que la inhibición de la actividad de 
succinato:citocromo c reductasa por el NO no se modificó por la adición de HbO2, la 
participación del sitio sensible a NO en el complejo bc1 podría explicar las observaciones 
sobre el consumo de O2 mitocondrial.  
 En los complejos mitocondriales I, III y IV, el proceso exergónico (ΔG < 0) de 
transferencia de electrones se acopla al proceso endergónico (ΔG > 0) de translocación 
de H+, desde la matriz hacia el espacio intermembranas, generándose una diferencia de 
potencial eléctrico a ambos lados de la membrana interna mitocondrial (Δ). La 
interrupción del flujo de electrones en los complejos III y IV por acción del NO podría 
afectar la translocación de H+, disminuyendo el Δ y, en última instancia, la síntesis de 
ATP por el complejo V mitocondrial. Los resultados obtenidos al exponer mitocondrias de 
corazón de rata, energizadas con succinato, a una solución de NO 0.5 M mostraron que 
la despolarización asociada al establecimiento del estado 3 (adición de ADP) resulta 
alrededor de un 30% menor que en las mitocondrias no expuestas al NO. Esta diferencia, 
de aproximadamente 10 mV, se traduce en una menor capacidad de síntesis de ATP por 
las mitocondrias en presencia de NO. Este resultado es consistente con datos publicados 




acopladas de hígado de rata se reduce un 50% en condiciones de producción endógena 
de NO (adición de 0.3 mol L-arginina  mg proteína-1).  
 Interesantemente, la producción de NO por la mtNOS depende del Δ. Los trabajos 
de Boveris, Valdez y colaboradores (Valdez et al., 2006; Boveris et al., 2006; Valdez y 
Boveris, 2007) mostraron que valores bajos de Δ o la adición de desacoplantes, 
minimizan la producción de NO, mientras que la adición de oligomicina, inhibidor de la 
Fo-F1 ATPasa, maximiza no sólo el Δ sino también la generación mitocondrial de NO. 
Esta dependencia con el potencial de membrana resulta significativa a valores que se 
encuentran en el rango fisiológico (150-180 mV). Los efectos descriptos del NO sobre la 
bioenergética mitocondrial, más precisamente sobre el consumo de O2 y el Δ, pueden 
interpretarse en sentido regulatorio: un elevado Δ, compatible con una elevada relación 
[ATP]/[ADP] en el microambiente mitocondrial, favorece la producción de NO por la 
mtNOS y, por interacción del NO con los complejos III y IV, la inhibición de la 
transferencia de electrones; esto último deriva en la disminución del consumo de O2 por 
la citocromo oxidasa y en el incremento en la producción de O2
●-, y consecuentemente 
H2O2, por el complejo bc1 (Figura 86). 
 
 





















2.5. Análisis del sitio de interacción y modelado del mecanismo de inhibición del 
NO en el complejo III 
 A fin de identificar el probable sitio de interacción del NO en el complejo III 
mitocondrial, se analizaron los grupos prostéticos de dicho complejo enzimático, luego de 
la exposición de la fracción enriquecida en complejo III a NO. Concretamente, se analizó, 
por EPR, la posible formación de un complejo mononitrosil-Fe entre el NO y el cluster 
Fe-S de la proteína de Rieske y, por espectrofotometría visible, el estado de reducción de 
los citocromos bL, bH y c1. 
 Los resultados presentados en el presente trabajo permiten descartar la interacción 
del NO con el cluster Fe-S de la proteína de Rieske, al menos en cuanto a la formación 
de un complejo mononitrosil-Fe se refiere. Esta observación concuerda con reportes 
previos (Drapier y Hibbs, 1986; Welter et al., 1996) en los cuales, luego de la exposición 
de preparaciones mitocondriales a NO, no se detectaron señales de EPR compatibles 
con la formación de complejos Fe-NO en el complejo III. La resistencia del cluster 
(Cis)2Fe2-S2(His)2 presente en la proteína de Rieske del complejo bc1 puede explicarse 
en términos del elevado potencial electroquímico de dicho cluster (300 mV), la 
coordinación con residuos de histidina (His), los cuales anclan el cluster a la proteína, y/o 
la accesibilidad del NO al cluster (Welter et al., 1996; Drapier, 1997). En cuanto a la 
accesibilidad del NO, se ha descripto la formación de especies dinitrosil-Fe en clusters de 
proteínas tipo Rieske, como el fragmento ToMOC de la monooxigenasa, que poseen una 
amplia exposición al solvente (Tinberg et al., 2010). Por el contrario, el cluster Fe-S 
presente en el complejo III resultaría inaccesible al NO debido a la propia estructura 
proteica y/o a la formación de supercomplejos con otras enzimas de la cadena 
respiratoria. 
La detección de un pico de absorbancia a 562 nm en la fracción enriquecida en 
complejo III expuesta a NO es compatible con la reducción del citocromo bH, postulándose 
al hemo b562 como el sitio de interacción del NO en el complejo bc1 mitocondrial. 
Probablemente, el mecanismo incluya la nitrosación del Fe contenido en el hemo bH por el 
NO. En este sentido, Wade y Castro (1990) mostraron que el NO reacciona con el Fe(III) 
contenido en porfirinas y hemoproteínas formando un complejo Fe(II)-NO+, en el cual el 
NO cede un electrón al metal, adquiriendo propiedades de ión nitrosonio (NO+; 
Ecuación 43). El NO unido en este tipo de complejos es capaz de participar en reacciones 
de nitrosación de fenoles, tioles o aminas secundarias (Wade y Castro, 1990; Beckman, 
1996).  




En general, la constante de velocidad para la disociación (koff) del NO de una hemo 
proteína férrica resulta alrededor de cuatro órdenes de magnitud mayor que la del estado 
ferroso correspondiente (koff > 10 s
-1 para el estado férrico y koff < 10
-3 s-1 para el estado 
ferroso). Esta relación se invierte en el caso de la constante de velocidad de asociación 
(kon), siendo mayores para el estado ferroso. Esto explica que los complejos formados 
entre el NO y las hemo proteínas en estado férrico son, en la mayoría de los casos, 
reversibles; mientras que los complejos ferrosos son estables. Sin embargo, en las 
condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, la inhibición no fue revertida por la 
adición de HbO2. En referencia a este hecho, se ha descripto que el entorno proteico que 
contiene al grupo hemo puede afectar significativamente no solo la unión sino también la 
disociación del NO de dichos complejos (Ford y Lorkovic, 2002; Thomas et al., 2003).   
 La construcción de modelos cinéticos permite describir, en forma dinámica, el 
sistema en estudio, en este caso, el complejo III mitocondrial. Mediante la utilización de 
los mismos se pretende explicar cualitativa y cuantitativamente las observaciones 
experimentales. Más aún, la utilización de los modelos resulta igualmente importante en 
la predicción y avance en el conocimiento del sistema en análisis (Antunes et al., 2004); y 
albergan en sí mismos la capacidad de mejora o extensión, a objeto de explicar con 
mayor exactitud los fenómenos conocidos o predecir nuevos procesos no contemplados 
originalmente (de Asúa, 2006).  
En este sentido, teniendo en cuenta la observación de la reducción del citocromo bH 
en presencia de NO, se postula la interacción del NO con el hemo b562 como mecanismo 
molecular implicado en la inhibición del complejo bc1. El análisis del mecanismo 
propuesto se llevó a cabo utilizando modelos cinéticos, los cuales describen 
matemáticamente la transferencia de electrones entre los grupos prostéticos y la 
producción de O2
●- en el complejo III. Estos modelos se basaron en los presentados por 
Markevich y Hoek (2015), incluyéndose modificaciones fundamentadas en evidencias 
experimentales, a fin de ajustar el esquema cinético a los resultados obtenidos en el 
presente trabajo, tanto en ausencia como en presencia de NO. 
 Así, se modificaron los modelos cinéticos secuencial y late (Anexo III), a fin de 
emular la interacción del NO con el citocromo bH, y se analizaron las consecuencias 
sobre la transferencia de electrones y la producción de O2
●-. Conforme al análisis 
presentado en el capítulo de Resultados III, se observó que sólo el modelo late en 
presencia de NO fue capaz de ajustarse a las observaciones experimentales, explicando 
los resultados obtenidos al exponer la fracción enriquecida en complejo III a NO. Para 





(i) El NO interacciona con el citocromo bH, promoviendo la reducción del mismo e 
imposibilitando su acción en la transferencia de electrones hacia la UQ ubicada en el sitio 
Qi. Además, se inhibe la transferencia de electrones desde el citocromo bL hacia el 
citocromo bH. En consecuencia, se anula el egreso de electrones de la cadena de bajo 
potencial (citocromos b) hacia el sitio Qi, derivando en la disrupción del ciclo Q y la 
acumulación del citocromo bL en estado reducido. 
 
(ii) La interacción del NO con el citocromo bH no afecta la velocidad de oxidación del 
UQH2 en el sitio Qo. Así, luego de la formación del complejo ternario bL-UQH2-ISPox, se 
transfiere un electrón desde el UQH2 al ISPox y otro electrón desde la UQ
●- al citocromo 
bL; en esta instancia, debido a la no disociación del ISPH, se genera el complejo 
bL
--UQ-ISPH. Las constantes de velocidad para cada una de estas reacciones se 
consideraron independientes de la presencia de NO.  
 
(iii) El modelo late supone que el movimiento del cabezal flexible de la proteína de 
Rieske, conteniendo el cluster en estado reducido (ISPH), desde la posición b hacia la 
posición c1, se produce luego de la transferencia de un electrón desde el citocromo bL 
reducido al citocromo bH (Yu et al., 2008). Además, teniendo en cuenta las observaciones 
de Dröse y Brandt (2008), la UQ puede disociarse del complejo bL
--UQ-ISPH, antes que 
ocurra la transferencia del electrón entre los citocromos b. Dado que el flujo de electrones 
desde el citocromo bL al bH se encuentra impedido por acción del NO, se postula la 
disociación de la UQ y el movimiento del cabezal flexible conteniendo el ISPH hacia el 
citocromo c1, aún en presencia del bL en estado reducido. Esto último se basa en 
evidencias experimentales que indican que en presencia de antimicina (acumulación de 
citocromos b en estado reducido), el equilibrio del cabezal flexible entre las posiciones b y 
c1 se encuentra desplazado hacia el citocromo c1 (Mulkidjanian, 2005). 
 
(iv) La disociación del complejo bL
--ISPH permite la transferencia de electrones en la 
cadena de alto potencial (ISPH - citocromo c1) hacia el citocromo c, sin modificaciones en 
las constantes de velocidad debidas a la presencia de NO. Por otro lado, una vez 
oxidado el cluster Fe-S por el citocromo c1, el cabezal flexible retorna a la posición b para 
ser reducido en un subsiguiente ciclo catalítico. Se postula que la presencia de antimicina 
en el sitio Qi lleva a un impedimento estérico que imposibilita el movimiento del cabezal 
flexible de la proteína de Rieske, a través de cambios conformacionales que conectan los 




movimiento del cabezal, debido al escaso impedimento estérico que podría ejercer dicha 
molécula. De esta forma, la actividad catalítica del complejo III inhibido por NO se reduce; 
mientras que en presencia de antimicina, se anula.  
 
(v) El citocromo bL en estado reducido puede asociarse nuevamente con la UQ y 
transferir un electrón en forma reversa, generándose UQ●- (Dröse y Brandt, 2008; 
Guillaud et al., 2014). La UQ●-, resultado del mecanismo semireverse, puede ceder un 
electrón al O2, produciendo O2
●-, o reaccionar con el cluster Fe-S oxidado (ISPox), 
transfiriendo un segundo electrón a la cadena de alto potencial (Sarewicz et al., 2010; 
Guillaud et al., 2014). 
 
 En conjunto, las mencionadas hipótesis permitieron construir un modelo cinético del 
complejo bc1 inhibido por NO, el cual cataliza la reducción del citocromo c a una 
velocidad de 5.1 M  min-1; dicho valor representa el 53% de la actividad determinada 
en ausencia de NO (modelo late; 10.9 M  min-1). Este porcentaje está de acuerdo con 
la inhibición registrada al exponer la fracción enriquecida en complejo III a una [NO] de 
1 M (53%). Además, el modelo late en presencia de NO presenta una velocidad de 
generación de O2
●- alrededor de 13 veces mayor a la registrada con el modelo late, en 
ausencia de NO. Esta observación está de acuerdo, cualitativamente, con la mayor 
producción de O2
●- por las SMP expuestas a NO, aportado por GSNO. La diferencia 
cuantitativa puede justificarse teniendo en cuenta que se trata de sistemas diferentes: la 
generación de O2
●- por las SMP, en las cuales el complejo III se encuentra incorporado 
en la membrana interna mitocondrial, se estima menor a la del complejo III aislado. 
Además, el modelo no contempla la dismutación del O2
●- por la SOD, reacción que 
llevaría a una menor [O2
●-] en función del tiempo y, por lo tanto, al cálculo de una menor 
velocidad. 
 De las simulaciones obtenidas con el modelo cinético del complejo III inhibido por 
NO, se concluye que el mecanismo semireverse domina la generación de UQ●- en el sitio 
Qo y, por consiguiente, la producción de O2
●- (Figura 87). Por el contrario, el mecanismo 
semiforward para la formación la UQ●- sólo es plausible en condiciones de no inhibición 
de la cadena de citocromos b. En este contexto, la [citocromo bL
2+]ss durante el normal 







Figura 87. Mecanismo probable de inhibición del complejo III por NO. A. La interacción 
del NO con el citocromo bH impide la transferencia de electrones en la cadena de bajo 
potencial; en consecuencia, el citocromo bL se acumula en estado reducido y transfiere 
un electrón en forma reversa hacia la UQ, generando la UQH● en el sitio Qo. B. La UQH
● 
se autoxida, aumentando la producción de O2
●-. La transferencia de electrones en la 
cadena de alto potencial no se interrumpe, por lo que el cluster Fe-S reducido puede 
transferir un electrón al citocromo c1, y este último al citocromo c. 
 
 A pesar del potencial analítico y predictivo de los modelos en el conocimiento de 
diversas situaciones fisiológicas o patológicas, se requieren estudios adicionales para 
verificar las hipótesis consideradas y las observaciones derivadas del mecanismo 
propuesto para la interacción del NO con el complejo III.  
 En conjunto, los resultados presentados en este trabajo confirman las 
observaciones originales de Poderoso y colaboradores (1996), en cuanto a la inhibición 
de las actividades de NADH y succinato:citocromo c reductasa y la producción de O2
●- y 
de H2O2. Este trabajo de Tesis profundizó el estudio utilizando no sólo GSNO, sino 
SPER-NO y solución de NO, como fuentes de NO, así como también evaluando el efecto 
debido a la producción endógena por mtNOS. El aislamiento de una fracción mitocondrial 
enriquecida en complejo III mostró que, efectivamente, la actividad de 
decilubiquinol:citocromo c reductasa se reduce por efecto de la exposición del complejo 
bc1 a NO, con una IC50 de 225 nM. Los resultados incluidos en este trabajo, en cuanto a 
la acumulación de UQH2 y citocromos b en estado reducido, junto a la detección por EPR 





















componente reactivo en el complejo III. Precisamente, la detección de un pico de 
absorbancia a 562 nm permitió postular al citocromo bH como probable sitio de 
interacción. Estas observaciones se tuvieron en cuenta para la construcción del modelo 
cinético del complejo bc1 inhibido por NO, el cual confirmó los resultados experimentales, 




3. Consecuencias de la interacción del NO con el complejo III mitocondrial en el 
metabolismo intramitocondrial de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno. 
 El NO presenta un activo metabolismo en la matriz mitocondrial. Por un lado, se ha 
descripto la participación de diversas vías que regulan la actividad de la mtNOS y, 
consecuentemente, la producción de NO en el microambiente mitocondrial (Valdez et al., 
2008; Zaobornyj et al., 2016). Por otro lado, la interacción del NO con componentes de la 
cadena respiratoria y especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno lleva al consumo del 
gas y, por retroalimentación, la modulación de factores que regulan la generación del 
propio NO y de otras especies reactivas, tales como el O2
●-, el H2O2 y el ONOO
- 
(Poderoso et al., 1999a; 1999b; Valdez et al., 2000; 2018; Carreras y Poderoso, 2007). 
En este complejo escenario se interrelacionan actividades enzimáticas y reacciones no 
enzimáticas, mecanismos que se traducen en concentraciones en estado estacionario 
que regulan no sólo la transferencia de electrones y el consumo de O2 mitocondrial, sino 
también la producción de ATP y moléculas involucradas en la señalización redox entre la 
mitocondria y el citosol, especialmente el NO y el H2O2. 
 Teniendo en cuenta la velocidad de producción de NO por la mtNOS y las 
principales vías de consumo de NO (Figura 88), se estimó la [NO]ss en la matriz 
mitocondrial, mediante la utilización de un modelo cinético. Dicho modelo se describe 
detalladamente en el Anexo IV y se adaptó del presentado por Antunes y colaboradores 
(2007), considerando los resultados presentados en el presente trabajo sobre la 
interacción del NO en el área ubiquinona:citocromo b. El cálculo de dichas 
concentraciones tiene en cuenta la producción de NO por la mtNOS, enzima regulada por 
los estados metabólicos y el Δ (Valdez et al., 2006; Boveris et al., 2006), y la utilización 
del NO ligada a la interacción con los complejos IV y III y a las reacciones de 
autoxidación, de reducción por reacción con UQH2 y de formación de ONOO
-. Además, 
se considera la dismutación del O2
●-, catalizada por la Mn-SOD (Poderoso et al., 1999a; 





Figura 88. Esquema del metabolismo intramitocondrial de especies reactivas del oxígeno 
y del nitrógeno. En la matriz, el NO, producido por la mtNOS, se consume por 
autoxidación y por reacción con el O2
●- para dar ONOO-. En la membrana, el NO 
reacciona con el UQH2 o se consume por la actividad NO oxidasa del complejo IV. 
Además, regula el consumo de O2 y la producción de O2
●- por el complejo III. El O2
●-, 
generado por autoxidación de la UQH● en la membrana o por el complejo III, se 
metaboliza por reacción con el NO o por dismutación catalizada por la Mn-SOD. Las 
reacciones se detallan en el Anexo IV.   
 
 En estas condiciones, las [NO]ss resultaron 65.6 nM en estado 3 y 372 nM en 
estado 4. Estimaciones en condiciones fisiológicas indican que el 66% de las 
mitocondrias se encuentran respirando en estado 4 y el 33%, en estado 3 (Boveris et al., 
1999b); por lo tanto, la [NO]ss puede considerarse 267 nM. En función de los resultados 
incluidos en este trabajo de Tesis, en cuanto a las [NO] que inhiben la actividad de 
decilubiquinol:citocromo c reductasa y llevan a un aumento en la generación de O2
●-, la 
regulación del complejo III por el NO ocurriría en condiciones fisiológicas, sumándose a 
la acción ampliamente descripta sobre el complejo IV.  
 Resultados de nuestro laboratorio mostraron que la mtNOS podría asociarse 
estructural y funcionalmente al complejo I mitocondrial (Bombicino et al., 2016a). 
Precisamente, la producción de NO por la mtNOS se detectó en SMP de corazón bovino, 
no sólo en condiciones de aporte de electrones por el clásico dador de las NOS 
(NADPH), sino también por flujo reverso de electrones que provienen de la cadena 
respiratoria mitocondrial. Además, una preparación enriquecida en complejo I 
























sino también por anticuerpos anti la isoforma neuronal de las NOS (n-NOS), generó 
1.7 ± 0.2 nmol NO  min-1  mg proteína-1, en presencia de sustratos y cofactores de las 
NOS. Estos hallazgos están de acuerdo con trabajos previos que muestran un grado de 
interacción, funcional o estructural, entre la mtNOS y los complejos I y IV (Persichini et 
al., 2005; Franco et al., 2006; Parihar et al., 2008) y apoyan el concepto de la formación 
de supercomplejos (Shägger y Pfeiffer, 2000; Persichini et al., 2005; Schäfer et al., 2006; 
Maranzana et al., 2013; Genova y Lenaz, 2013). En este escenario, superestructuras 
conteniendo los complejos I, III, IV y la mtNOS podrían representar microdominios 
mitocondriales en los cuales el NO regula el consumo de O2, por su acción sobre la 
citocromo oxidasa; la producción de O2
●- y H2O2, por su efecto sobre el complejo bc1; y la 
producción de ONOO-, consecuencia de la reacción entre el NO y el O2
●- generados en el 
mismo microambiente (Figura 89). Estos mecanismos se retroalimentarían mediante la 





Figura 89. Esquema de la posible formación de supercomplejo entre los complejos I, III y 





















 Diversos compuestos inhiben la actividad de los complejos respiratorios III y IV; sin 
embargo, la mayoría de ellos se utilizan con fines de investigación en estudios in vitro, no 
hallándose en condiciones fisiológicas. De los inhibidores conocidos tanto para el 
complejo IV (CN-, N3
-, HCOOH, S-, CO, NO) como para el complejo III (antimicina, 
estigmatelina, mixotiazol, NO), el NO es el único que cumple los requerimientos como 
modulador fisiológico: se produce enzimáticamente en el microambiente mitocondrial, a 
velocidades que permiten alcanzar [NO]ss capaces de inhibir los complejos respiratorios, 
y posee mecanismos de remoción capaces de finalizar sus acciones. Interesantemente, 
los resultados de este trabajo de Tesis sugieren que los efectos del NO sobre el complejo 
III, en cuanto al estado de reducción de los citocromos b, la [UQH●]ss y la producción de 
O2











1. La liberación de NO a partir de GSNO o SPER-NO se caracterizó utilizando un sensor 
electroquímico de NO, el ISO-NOP, y a través del ensayo espectrofotométrico de 
oxidación de HbO2. Los resultados mostraron que la [NO] alcanzada en el medio de 
reacción dependió de las concentraciones iniciales del dador, de la composición del 
medio de reacción y del método de detección. 
- Al utilizar el electrodo ISO-NOP, el análisis de la cinética de liberación de NO por 
GSNO en buffer fosfato mostró un perfil hiperbólico de [NO] en función del tiempo. En el 
rango de concentraciones ensayadas (50 a 500 M GSNO), las [NO]ss no se 
correlacionaron linealmente con las concentraciones iniciales del dador. En presencia de 
membranas mitocondriales, las [NO] detectadas electroquímicamente resultaron menores 
que aquellas registradas en buffer fosfato. Este efecto fue mas significativo al incrementar 
el contenido de proteínas en el medio y al disminuir la [GSNO]0.  
- Un modelo cinético de dos pasos se ajustó a los resultados experimentales, tanto en 
ausencia como en presencia de membranas mitocondriales. A partir del cálculo de los 
parámetros k´1 (constante cinética del primer paso, descomposición del GSNO para dar 
NO) y k´2 (constante cinética del segundo paso, consumo de NO en el medio de reacción) 
se estimaron las [NO] a los 2 min, en cada condición experimental ensayada. Los valores 
de dichas constantes permitieron comparar cuantitativamente ambas situaciones 
experimentales, mostrando que la presencia de membranas disminuyó no sólo la velocidad 
de descomposición del GSNO (k´1), sino también la de consumo de NO (k´2). Esta última 
observación puede explicarse en términos del método de detección, debido a una menor 
difusión del NO hacia el electrodo.  
- Al utilizar el ensayo de oxidación de HbO2, en buffer fosfato, se registró un patrón 
lineal de [NO] en función del tiempo, indicando que no se alcanza un estado estacionario 
en la [NO]. Esta observación está de acuerdo con el consumo de NO por la HbO2, 
mecanismo requerido para su detección. La presencia de membranas mitocondriales no 
modificó el perfil de liberación de NO a partir de GSNO. El ajuste de funciones lineales 
permitió determinar las [NO] a los 2 min, las cuales se correlacionaron linealmente con las 
[GSNO]0 en la totalidad del rango analizado (100 a 500 M), tanto en ausencia como en 
presencia de membranas mitocondriales.  
- En cuanto a la SPER-NO, las [NO] en el medio de reacción en función del tiempo se 
calcularon, a priori, aplicando un modelo cinético para la descomposición de SPER-NO en 
presencia de O2. Las [NO] en función del tiempo, detectadas utilizando el sensor ISO-NOP 
en buffer fosfato, mostraron un perfil lineal para [SPER-NO]0 comprendidas en el rango de 
5 a 30 M. Los resultados experimentales fueron similares a los predichos por el modelo 
cinético. Sin embargo, al igual que con el GSNO, se registró una menor d[NO]/dt en 
presencia de la matriz biológica, efecto que se relaciona en forma inversa con la 
[SPER-NO]0. Al utilizar el método espectrofotométrico, las [NO] detectadas resultaron 
similares tanto en ausencia como en presencia de membranas mitocondriales, conforme lo 




oxidación de HbO2 resultaron 25% mayores que aquellas obtenidas al utilizar el electrodo 
sensible a NO y/o las calculadas por resolución del modelo cinético. 
 
2. La [NO] en el medio de reacción a los 2 min de incubación, tiempo utilizado para la 
exposición de las muestras biológicas a GSNO o SPER-NO, se estimó teniendo en 
cuenta la relación entre los mecanismos de descomposición de los dadores, la presencia 
de membranas mitocondriales y el método de detección. Las [NO] a los 2 min aportadas 
por el GSNO se calcularon utilizando los resultados obtenidos con el método de 
oxidación de HbO2 para [GSNO]0 < 200 M; y a partir de [GSNO]0 > 300 M, se 
incluyeron además los resultados aportados por el método electroquímico. En el caso de 
la SPER-NO, las [NO] a los 2 min de incubación se obtuvieron considerando los 
resultados obtenidos utilizando el método espectrofotométrico, tanto en ausencia como 
en presencia de membranas mitocondriales, y el electrodo sensible a NO, en ausencia de 
membranas mitocondriales. 
 
3. Los resultados obtenidos al utilizar GSNO, SPER-NO, solución acuosa de NO o en 
condiciones de producción endógena de NO por la mtNOS, muestran que el NO inhibe la 
transferencia de electrones desde el succinato hacia el citocromo c (actividad de 
complejo II-III en SMP), debido al bloqueo de la transferencia de electrones desde el 
UQH2 hacia el citocromo c (actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa en fracción 
enriquecida en complejo III). La acumulación de UQH2 y de citocromos b en estado 
reducido está de acuerdo con la interrupción del flujo de electrones en el complejo bc1, 
sin afectarse el aporte de electrones desde el complejo II a través de la oxidación de 
succinato (actividad de succinato deshidrogenasa en SMP).  
- La actividad del complejo II-III en SMP se redujo 20% a una concentración de 0.20-
0.25 M NO (SPER-NO 5 M o GSNO 100 M). El efecto inhibitorio máximo (48-51%) se 
registró a ~1.25 M NO (SPER-NO 30 M o GSNO 500 M). La inhibición de la actividad 
de succinato:citocromo c reductasa (36%) se registró también en presencia de cofactores y 
sustratos de la mtNOS (NADPH, Ca
2+
 y L-arginina), estimándose una [NO] en el medio de 
reacción de ~0.1 M. 
- La actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa en la fracción enriquecida en 
complejo III se inhibió en forma hiperbólica en presencia de concentraciones crecientes de 
NO, aportadas por la solución acuosa del gas. La inhibición máxima, de entre el 53 y 56%, 
se registró a [NO]  1 M; la mitad del efecto inhibitorio máximo se alcanza a 226 nM NO.  
- La inhibición de la transferencia de electrones en presencia de GSNO 500 M (NO 
~1.3 M) produjo la acumulación de UQH2 (65% del pool de UQ reducible 




citocromos b en estado reducido fue independiente de la O2 del medio. En las condiciones 
experimentales ensayadas, el efecto inhibitorio no se revirtió por la adición de HbO2. La 
independencia con la O2 del medio y la aparentemente fuerte unión del NO al complejo III, 
se destacan como características diferenciales a las descriptas para la inhibición del 
complejo IV por el NO.  
 
4. El incremento en la [NO] produjo un aumento hiperbólico en las velocidades de 
producción de O2
●- y de H2O2 por las SMP. Las velocidades máximas resultaron un 58% 
mayores a las registradas en ausencia de GSNO. Se observó una correlación lineal entre 
las velocidades de producción de O2
●- y H2O2, con una pendiente de 1.98, de acuerdo 
con la estequiometría de la reacción de dismutación del O2
●-. El incremento en la 
producción de H2O2 se confirmó en mitocondrias acopladas expuestas a NO aportado por 
GSNO, SPER-NO o solución de NO. Este efecto sobre la producción de especies 
reactivas del oxígeno en el segmento ubiquinona:citocromo b es similar al producido por 
la antimicina. 
 
5. El porcentaje de incremento en la producción de O2
●- y el porcentaje de inhibición de la 
actividad del complejo II-III se correlacionaron linealmente. La mitad de los efectos 
máximos observados sobre dichos procesos se registró 0.25 M NO. La UQH 
generada en el sitio Qo se planteó como metabolito común, generándose por la inhibición 
de la transferencia de electrones y promoviendo la formación de O2
●- por autoxidación. 
Por EPR se detectó una señal a g = 1.99, compatible con UQH. Esta señal se 
incrementó no sólo en presencia de NO (35%), aportado por GSNO, SPER-NO o 
solución de NO, sino también  por adición de antimicina (42%). 
 
6. El NO inhibió el consumo de O2 y produjo una disminución en el Δ de mitocondrias 
acopladas de corazón. Ambos procesos resultan compatibles con un efecto global del 
NO sobre la bioenergética mitocondrial, que incluye tanto la regulación del complejo IV 
como la del complejo III. Se registró una inhibición del consumo de O2 (10%) insensible 
al agregado de HbO2, observación que sugiere la interacción del NO con un sitio 
adicional a la citocromo oxidasa. Teniendo en cuenta que la inhibición de la actividad de 
succinato:citocromo c reductasa por el NO no se modificó por la adición de HbO2, el sitio 
sensible a NO en el complejo bc1 podría explicar las observaciones sobre el consumo de 
O2 mitocondrial. La reducción en el Δ (30%) permite inferir una menor capacidad de 




7. En las condiciones experimentales del presente trabajo no se detectó la formación de 
un complejo mononitrosil-Fe entre el NO y el cluster Fe-S de la proteína de Rieske. En 
cambio, se observó un pico de absorbancia a 562 nm en la fracción enriquecida en 
complejo III expuesta a NO, compatible con la reducción del citocromo bH. Por lo tanto, se 
postula al hemo b562 como el probable sitio de interacción del NO en el complejo bc1 
mitocondrial.  
 
8. La construcción de un modelo cinético del complejo III inhibido por NO permitió el 
análisis del mecanismo probable para la regulación de dicho complejo. Se postula que el 
NO interacciona con el citocromo bH e inhibe la transferencia de electrones en la cadena 
de bajo potencial, provocando la disrupción del ciclo Q y la acumulación del citocromo bL 
en estado reducido. El modelo considera que la presencia de NO no modifica el 
movimiento del cabezal flexible de la proteína de Rieske, por lo que no se afecta la 
transferencia de electrones por la cadena de alto potencial; y el citocromo bL en estado 
reducido puede asociarse nuevamente con la UQ y transferir un electrón en forma 
reversa, generándose UQ●-. Los resultados de las simulaciones indicaron que, en el 
complejo III inhibido por NO, la velocidad de reducción de citocromo c se redujo 53% y 
la producción de O2
●- se incrementó 13 veces, respecto al modelo late en ausencia de 
NO. Además, el modelo predijo que el mecanismo semireverse domina la generación de 
UQ●- en el sitio Qo y, por consiguiente, la producción de O2
●-. 
 
9. Los resultados obtenidos confirman las observaciones originales de Poderoso y 
colaboradores (1996), en cuanto a la inhibición de la transferencia de electrones 
(actividades de complejos I-III y II-III) y la producción de O2
●- y de H2O2. En el presente 
trabajo, la utilización de diversas fuentes de NO, a saber: GSNO, SPER-NO, solución de 
NO, así como también la producción endógena por mtNOS, permitió profundizar en la 
identidad del inhibidor. El aislamiento de una fracción mitocondrial enriquecida en 
complejo III mostró que la actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa se reduce 
por efecto de la exposición del complejo bc1 a NO, con una IC50 de 225 nM. La 
acumulación de UQH2 y citocromos b en estado reducido, junto a la detección por EPR 
de un incremento en la [UQH●]ss, permitieron acotar el sitio de interacción en el complejo 
III. La detección de un pico de absorbancia a 562 nm permitió postular al citocromo bH 
como probable sitio de interacción y construir un modelo cinético que permite explicar el 




10. Teniendo en cuenta la velocidad de producción de NO por la mtNOS y las principales 
vías de consumo del NO en la matriz y la membrana mitocondrial, se estimaron las [NO]ss 
intramitocondriales en estado 3 y en estado 4. Las mismas resultaron, aproximadamente, 
65 y 370 nM, respectivamente. Estas [NO] estimadas en condiciones fisiológicas son 
compatibles con la regulación del complejo III por el NO. De esta forma, el NO cumple los 
requerimientos para modular, en condiciones fisiológicas, no sólo al complejo IV, cuyos 
efectos se evidencian principalmente sobre el consumo de O2, sino también al complejo 
III. En este último caso, la inhibición de la transferencia de electrones repercute, 
principalmente, en la generación de O2
●- y, en consecuencia, de H2O2. Los resultados 
indican que los efectos del NO sobre el complejo III, en cuanto al estado de reducción de 
los citocromos b, la [UQH●]ss y la producción de O2
●- y de H2O2 se refiere, se asemejan a 









CÁLCULO DE LA CONCENTRACIÓN DE NO EN EL MEDIO DE REACCIÓN 
APORTADA POR GSNO 
 
Obtención de la expresion de la [NO] en funcion de la [GSNO]0 








 De acuerdo al modelo:            
     
  
                                      (I) 
 Reordenando la ecuación (I) se tiene:     
     
  
                             (II) 
 La [GSNO] puede calcularse aplicando el modelo cinético correspondiente a un 
proceso de primer orden. Así:     
                                    
                         (III) 
 Reemplazando (III) en (II) y multiplicando ambos miembros por      , se tiene: 
    
     
  
          
                 
                                      (IV) 
 El primer término de la ecuación (IV) puede simplificarse teniendo en cuenta las 
reglas de derivación para producto de funciones, según:  
             
  
                          
     
  
              
      
     
  
          
     
 De esta forma,    
     
  
          
     
             
  
           (V) 
  
 La expresión (IV) puede escribirse: 
    
             
  
             
        
  




 Integrando la expresión VI, se obtiene: 
                
          
       
                                     (VII) 
 A t = 0, la [NO] = 0. Por lo tanto,     
          
       
 
 Finalmente, la [NO] queda expresada:  
          
          
       
                             (VIII) 
 
 De esta forma, es posible calcular la [NO] a un determinado tiempo t si se tienen 
los parámetros k´1, k´2 y la [GSNO]0.  
 
Determinación de los parámetros k´1 y k´2 utilizando los algoritmos de Solver 
 Dado que el valor de [GSNO]0 es conocido, se estimaron los parámetros k´1 y 
k´2. Para ello, se utilizaron los valores de [NO] registrados mediante el electrodo a los 
distintos tiempos de medida. Este conjunto de datos experimentales representan 
valores fijos (xi) para los cuales se intenta hallar una función de parámetros  (k´1 y k´2) 
que se ajuste a los resultados obtenidos experimentalmente (     ). En este caso, la 
función tiene la forma de la expresión VIII: 
      
          
       
                
 Los parámetros  (k´1 y k´2), de valores desconocidos, actúan como variables, 
afectando los valores de la función y, por consiguiente, la forma de la curva que 
describe y su capacidad de ajustarse a los datos experimentales. Esta capacidad de 
ajuste se puede medir objetivamente utilizando el método de los cuadrados mínimos. 
En el mismo se buscan aquellos valores de parámetros  (k´1 y k´2) que minimizan la 
suma de cuadrados de los errores (S()):                      
  
    
 Siendo        el valor arrojado por la función de ajuste cuando x = xi (puede 
representarse también como yi ajustado cuando x = xi); yi es el valor medido cuando x = xi 
y wi es un factor de peso que permite calcular la confiabilidad relativa de cada valor de 
yi respecto a los demás. Si los factores de peso wi se consideran todos iguales a 1, 
debido a la homogeneidad en la distribución de las varianzas, no intervienen en la 
ecuación. 
 De esta forma, la ecuación se reduce a:                    
  




 El mínimo de la función S() ocurrirá para un conjunto de valores de parámetros 
k´1 y k´2, los cuales se consideran los mejores estimadores de los valores verdaderos 
de k´1 y k´2, respectivamente.  
 La optimización de los valores de los parámetros se llevó a cabo mediante la 
utilización de los algoritmos de la función Solver presentes en el programa Excel 
(Kemmer y Keller, 2010). Dicha función permite minimizar el valor de una celda 
«objetivo» modificando el valor de una o más celdas «variables». En el procedimiento 
se utiliza el algoritmo de Gauss-Newton (o sus modificaciones): cambiando los 
parámetros en un valor muy pequeño se recalcula el objetivo; si este disminuyó, se 
sigue con la modificación de los parámetros en el sentido dado; si el valor del objetivo 
aumentó, se modifican los parámetros en el sentido contrario; y así sucesivamente 
hasta que la modificación en el objetivo sea menor a un valor prefijado (convergencia).  
 En este caso, la celda «objetivo» será aquella que contenga el valor de S() y las 
celdas «variables», las que contengan los valores de los parámetros k´1 y k´2. Para 
ello, se diseñó una planilla de cálculo (Figura 90) en la cual se incluyen: los valores 
medidos de [NO] (yi) a cada tiempo (xi), correspondientes a experimentos 
independientes; el valor del yi ajustado cuando x = xi; la diferencia entre cada valor yi e 
yi ajustado elevada al cuadrado; la suma de estas diferencias (S()); y los parámetros k´1 y 
k´2 a optimizar por la función Solver para cada [GSNO]0. En el ‘cuadro de diálogo’ de 
Solver, se seleccionó como «celda objetivo» aquella en la que se encuentra el valor de 
S(), marcando «mínimo» como «valor de la celda objetivo». Las «celdas a modificar» 
corresponden a aquellas que contienen los valores de k´1 y k´2; los valores iniciales de 
ambos parámetros se escogieron de forma tal que la curva ajustada se aproximara a 
los valores experimentales representados gráficamente. El procedimiento se realizó 
para cada [GSNO]0 analizada. 
 Las soluciones aportadas por los algoritmos de Solver se informaron en las 









           
   
     
[NO] = k´1 [GSNO]0 /(k´2-k´1) (e(-k´1t) - e(-k´2t)) 
 
[GSNO]0 = 500   
xi 
t (s) 




 k´1 = 0,00019616  
Celdas optimizadas 
Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 k´2 = 0,074327  
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 S() = 0,97958416   
10 1,061 0,744 0,636 0,923 0,691 0,1370 0,0028 0,0031 0,0537 
 
   
20 1,173 0,931 0,752 1,195 1,019 0,0238 0,0076 0,0713 0,0311 
 
Sumatoria de diferencias al cuadrado 
30 1,235 1,057 0,876 1,301 1,173 0,0039 0,0135 0,0884 0,0165 
 
   
40 1,262 1,102 0,948 1,327 1,245 0,0003 0,0206 0,0884 0,0067 
 
   
50 1,277 1,137 0,998 1,357 1,278 0,0000 0,0198 0,0784 0,0063 
 
   
60 1,286 1,192 1,043 1,368 1,292 0,0000 0,0100 0,0621 0,0058 
 
   
70 1,286 1,233 1,100 1,358 1,298 0,0001 0,0041 0,0390 0,0036 
 
   
80 1,305 1,254 1,127 1,354 1,299 0,0000 0,0021 0,0297 0,0030 
 
   
90 1,304 1,272 1,147 1,356 1,298 0,0000 0,0007 0,0228 0,0033 
 
   
100 1,318 1,300 1,183 1,332 1,297 0,0004 0,0000 0,0130 0,0012 
 
   
110 1,318 1,294 1,241 1,311 1,294 0,0006 0,0000 0,0029 0,0003 
 
   
120 1,328 1,299 1,291 1,332 1,292 0,0013 0,0001 0,0000 0,0016 
 
   
130 1,332 1,316 1,299 1,352 1,290 0,0018 0,0007 0,0001 0,0039 
 
   
140 1,328 1,329 1,333 1,335 1,287 0,0017 0,0018 0,0021 0,0022 
 
   
150 1,341 1,331 1,334 1,332 1,285 0,0032 0,0022 0,0024 0,0022 
 
   
160 1,348 1,314 1,388 1,333 1,282 0,0043 0,0010 0,0111 0,0026 
 
   
170 1,369 1,330 1,397 1,297 1,280 0,0080 0,0026 0,0139 0,0003 
 
   
180 1,379 1,332 1,407 1,291 1,277 0,0104 0,0030 0,0168 0,0002 
 
   
Figura 90. Planilla de cálculo de Excel diseñada para el cálculo de los parámetros k´1 y k´2. El procedimiento se detalla en el texto principal. 




CÁLCULO DE LA CONCENTRACIÓN DE NO EN EL MEDIO DE REACCIÓN 
APORTADA POR SPER-NO 
 
Obtención de la expresión de la [NO] en función de la [SPER-NO] 
El mecanismo de descomposición de SPER-NO para dar NO sigue una cinética de 
primer orden, obteniéndose dos moléculas de NO por cada molécula del dador (Maragos 





 Por otro lado, el NO generado es consumido, principalmente, por autoxidación. En 
solución acuosa, se mostró que la siguiente reacción:  
4 NO + O2 + 2 H2O 
kaq 
4 NO2
- + 4 H+ 
 
responde a la ley cinética hallada experimentalmente (Ford et al., 1993; Kharitonov et al., 
1994; Lewis y Deen 1994): 
 
     
  
             
  
siendo una reacción de primer orden respecto al O2 y de segundo orden respecto al NO. 
La constante 4kaq puede expresarse como una constante cinética para una reacción de 
tercer orden, en adelante k2. 
Conforme a lo planteado, la velocidad de aparición de NO responde a la siguiente 
expresión: 
   
     
  
                        
                        (I) 
 
 
Resolución de la ecuación diferencial mediante el método de Euler  
 La ecuación diferencial (I) puede resolverse numéricamente mediante el método de 
Euler (Lambert, 1991), aproximándose el valor de [NO] a un tiempo t+1 a partir de un valor 










                                                             (II) 
                                            (III) 
Siendo:                                       
 
, segundo término de la ecuación 
diferencial. 
 
Así, puede reescribirse la ecuación (I) según: 
 
     
  
        
     
  
 
             
     
                        
                   (IV) 
 
Despejando [NO]t+1, se tiene: 
                                                  
 
                    (V) 
 
Considerando intervalos de tiempo lo suficientemente pequeños 
((t+1 - t) = Δt = 0.01 s) y conociendo los valores de las constantes cinéticas y las 
concentraciones iniciales de las especies, se puede estimar la [NO] a un tiempo t+1 y 
simular el curso temporal de la reacción por aplicaciones sucesivas.  
 
El método de Euler modificado (Lambert, 1991), conocido también como método de 
Heun, propone un refinamiento en la aproximación, considerando un promedio entre el 
valor predicho (predictor) obtenido con la ecuación de Euler y el inmediatamente anterior. 
Por lo tanto, la expresión de cálculo toma la forma: 
                      
                          
 




   (VI) 
 
Para aplicar sucesivamente la ecuación (IV) y obtener las [NO] a distintos tiempos 
es necesario conocer la [SPER-NO] a los tiempos t y t+1. Para ello, se puede aplicar 
también el método de Euler modificado; en este caso, la ecuación tiene la forma: 
                                 
                           
 
        (VII) 
 
A fin de obtener el perfil temporal de la [NO], a partir de una determinada 
[SPER-NO] inicial y considerando las expresiones de cálculo para las concentraciones de 
NO y SPER-NO (Ecuaciones VI y VII) se construyó una planilla de cálculo en Excel 
(Figura 91). En dicha planilla se calculan los predictores de las concentraciones de NO y 
SPER-NO, aplicando el método de Euler original, para luego obtener las concentraciones 




Los valores de constantes cinéticas y concentraciones iniciales utilizados se 
muestran en la Tabla 25. Los resultados obtenidos se informan en la Sección 2 de 
Resultados I.  
 
 
Tabla 25. Valores de parámetros utilizados en las simulaciones 
Parámetro Valor 
[SPER-NO]0 5, 10, 20 y 30 M 
[NO]0 0 
Δt 0.01 s 
k1 1.31  10
-4 s-1 # 
k2 9.0  10
6 M-2 s-1 (Ford et al., 1993; Lewis y Deen, 1994) 
[O2] 220 M 
  
#La constante cinética de descomposición de SPER-NO (k1) a 30 °C se calculo aplicando 
la ecuación de Arrhenius:       
  
   
 Siendo: A: factor preexponencial de Arrhenius 
               Ea: energía de activación 
               R: constante universal de los gases, 8.314 J  K-1  mol-1 
               T: temperatura absoluta, en K 
Dado que el factor preexponencial A es desconocido, se relacionaron las 
constantes a 310 K (k310 = 2.96  10
-4 s-1; Maragos et al., 1991) y 295 K (k295 = 
5.03 10-5 s-1; Keefer et al., 1996) a fin de calcular la energía de activación (Ea). Así, se 
obtuvo un valor de Ea = -90 kJ  mol-1, de acuerdo con los 100 kJ  mol-1 reportados por 
Ramamurthi y Lewis (1997). Conociendo la Ea y relacionando nuevamente dos 
expresiones de k, una de ellas de valor conocido, se calculó la constante a 303 K (30 °C), 
según: 
   
    
    





    
 
 
    
  













t (s) [SPER] predictor [SPER]   [NO] predictor [NO] 
    0 1,00E-05 
 
  0 
  
 
Δt = 0,01 
0,01 9,99997E-06 1,00E-05   6,00E-11 6,00E-11 
 
 







k2 = 1,36E+07 
  
   SPER NO 0   t k1 SPER NO 0 
 
   NO 0   t (2k1 SPER NO 0 k2 O2  NO 0
2





   
 
  SPER NO 0  t  




  NO 
0
   t  
 2k1 SPER NO 0 k2 O2  NO 0
2





. . .   . . 
 
   . . .   . . 
 
   . . .   . . 
 
   125 9,63194E-06 9,63E-06   6,75E-07 6,75E-07 
 
   
Figura 91. Planilla de cálculo de Excel diseñada para el cálculo de la [NO] en función del tiempo, aplicando el método de Euler modificado. El 





MODELOS CINÉTICOS UTILIZADOS PARA EXPLICAR LA INTERACCIÓN DEL NO 
CON EL COMPLEJO III  
 
Generalidades 
 El complejo III mitocondrial funciona a través del denominado ciclo Q: 2 moléculas 
de UQH2 son secuencialmente oxidadas en el sitio Qo, reduciendo dos moléculas de 
citocromo c y una molécula de UQ en el sitio Qi. La transferencia de electrones hacia el 
citocromo c se lleva a cabo a través de la cadena de cofactores de alto potencial, 
conformada por el cluster Fe-S y el citocromo c1, mientras que la transferencia de 
electrones hacia el sitio Qi se realiza a través de la cadena de bajo potencial, constituida 
por los citocromos bL y bH. 
 Si bien se conoce el mecanismo general de reacción, aún existen discrepancias en 
la secuencia exacta de reacciones para la transferencia de electrones entre los grupos 
prostéticos. Asimismo, los mecanismos que operan en la producción de O2
-, en distintas 
situaciones fisiopatológicas, se encuentran en continuo debate. A fin de simular el 
funcionamiento del complejo bc1 y evaluar distintas condiciones experimentales, se 
consideraron diversas hipótesis.  
 Los modelos cinéticos utilizados se tomaron de Markevich y Hoek (2015), 
adaptándose a las situaciones experimentales desarrolladas en el presente trabajo de 
Tesis. Dichos autores presentaron un desarrollo computacional de los modelos básicos 
de funcionamiento del complejo bc1, es decir el modelo secuencial y el modelo late. 
En ambos modelos se considera que todas las reacciones son reversibles 
(Keq = k1/k-1. Por lo tanto, para cada reacción, la constante cinética para la reacción 
inversa se obtuvo por multiplicación de la constante cinética para la reacción directa y la 
inversa de la constante de equilibrio: kinversa = kdirecta/Keq. La velocidad neta una reacción 
particular se calculó como la velocidad directa menos la velocidad inversa 
(vneta = vdirecta - vinversa). 
 Las unidades utilizadas para cantidad de moléculas, tiempo y volumen fueron mol, 
s y litro, respectivamente. De allí que las unidades de las constantes de velocidad 
resultaron M-(n-1)  s-1, siendo n el orden global de la reacción.  
 En los esquemas y ecuaciones de los modelos, se modificó la simbología y 
abreviaturas utilizadas para designar algunas especies o parámetros, a fin de ajustarse a 




Tabla 26. Abreviaturas utilizadas en los modelos cinéticos del complejo III mitocondrial 
Abreviatura Descripción 
ISPox Proteína de Rieske conteniendo el cluster Fe-S en estado oxidado 
ISPH Proteína de Rieske conteniendo el cluster Fe-S en estado reducido 
c / c1 Citocromo c soluble o c1 en estado oxidado (citocromo c
3+) 
cred / c1 red Citocromo c soluble o c1 en estado reducido (citocromo c
2+) 




- Citocromo bL o bH en estado reducido (citocromo b
2+) 
Psi 
Diferencia de potencial eléctrico a ambos lados de la membrana 
interna mitocondrial (Δ) 
 
El modelo se compone de un único compartimento, de volumen total 0.001 litro. Las 
concentraciones totales de los grupos prostéticos se calcularon teniendo en cuenta una 
concentración de fracción enriquecida en complejo III de 1 mg proteína  ml-1, el 
contenido de citocromos b y c1 en dicha fracción enriquecida en complejo III 
(caracterización presentada en Resultados III) y la estequiometria entre los grupos 
prostéticos. De esta forma, se obtuvo: [citocromo bL] = [citocromo bH]  = [citocromo c1] = 
[ISPox] = 1.6 M. Considerando las concentraciones finales utilizadas en la determinación 
experimental de la actividad de decilubiquinol:citocromo c reductasa en la fracción 
enriquecida en complejo III, la [citocromo c] utilizada fue de 50 M y las concentraciones 
de UQH2 y UQ se consideraron igual a 100 y 10 M, respectivamente, estimando un 10% 
de oxidación de UQH2. 
  En las reacciones dependientes del potencial eléctrico (Psi) y/o el pH, un término 
modifica la velocidad de dicha reacción, según: 
 
       
               
siendo F = 96500 C, R = 8.314 J K-1 mol-1 y T = 298 K. Al tratarse del complejo III en 
suspensión, se considera que no es posible la generación de un potencial eléctrico, 
debido a la ausencia de membrana mitocondrial impermeable a los H+. Por lo tanto, se 











1. Modelo secuencial  
 El modelo secuencial (Crofts et al., 2006; Crofts et al., 2013) asume la oxidación en 
dos pasos del UQH2 en el sitio Qo, considerando que la disociación del cluster Fe-S 
reducido se produce en simultáneo a la reducción del citocromo bL por la semiquinona 
intermediaria. El mecanismo de reacción se presenta en el esquema de la Figura 68 




 El ubiquinol (UQH2), generado por oxidación del NADH en el complejo I o por 
oxidación del succinato en el complejo II, difunde desde el lado N (UQH2 N) hacia el lado 
P (UQH2 P) de la membrana interna mitocondrial (reacción 1). Luego de ser totalmente 
oxidado en el sitio Qo, la ubiquinona (UQ) generada difunde en sentido inverso, desde el 
lado P (UQP) hacia el lado N (UQN; reacción 2), siendo totalmente reducida en el sitio Qi; 
para ello, una segunda molécula de UQH2 P se oxida completamente en sitio Qo. 
 El proceso de oxidación del UQH2 P involucra, en primera instancia, la formación de 
un complejo ternario entre el UQH2 P, el cluster Fe-S de la proteína de Rieske en estado 
oxidado (ISPox) y el citocromo bL oxidado (bL). Dicho complejo bL-UQH2-ISPox, generado 
por la reacción 3, evoluciona a través de reacciones bifurcadas: el UQH2 P cede un primer 
electrón al ISPox con la simultánea liberación de un H
+ hacia el espacio intermembranas, 
UQH2 N UQH2 P
k1
UQ P UQ N
k2



































































generándose el radical ubisemiquinona (reacción 4); un segundo electrón es transferido 
al citocromo bL, con la liberación simultánea del cluster Fe-S en estado reducido (ISPH; 
reacción 5). En un siguiente paso, se transfiere un electrón por la cadena de bajo 
potencial, desde el citocromo bL reducido al citocromo bH oxidado (reacción 6) y 
posteriormente se libera la UQP del sitio Qo (reacción 7).  
 Por otro lado, en la cadena de alto potencial, el cabezal de la proteína de Rieske se 
moviliza para interaccionar con el citocromo c1, transfiriéndose un electrón desde el ISPH 
al citocromo c1 oxidado y liberándose un segundo H
+ al espacio intermembranas 
(reacción 8). Las reacciones subsiguientes involucran la interacción del citocromo c1 
reducido con el citocromo c oxidado (reacción 9), la transferencia del electrón desde el 
citocromo c1 al citocromo c (reacción 10) y la disociación del complejo, obteniéndose 
citocromo c1 oxidado y citocromo c reducido (reacción 11). 
 En el sitio Qi, la UQN interacciona con el citocromo bH reducido (reacción 12) y 
posteriormente se transfiere un electrón desde el citocromo a la ubiquinona, con la 
captación de un H+ de la matriz mitocondrial (reacción 13). El citocromo bH oxidado, que 
se halla formando un complejo con la ubisemiquinona (bH-UQH
●), recibe un segundo 
electrón aportado por el citocromo bL reducido (bL
-) del complejo bL
--UQ en el sitio Qo 
(reacción 14) y, posteriormente, reduce completamente la ubisemiquinona, captando un 
segundo H+ desde la matriz (reacción 15). Finalmente, se disocia el UQH2 N y se regenera 
el citocromo bH oxidado (reacción 16). 
 El modelo cinético presentado considera la generación de O2
- en el sitio Qo, a partir 
de la interacción del O2 con el complejo formado entre citocromo bL oxidado, el cluster 
Fe-S reducido (ISPH) y la ubisemiquinona (bL-UQ
●--ISPH). Las reacciones 17 y 18 
explican la liberación de O2
- hacia el espacio intermembranas y la matriz mitocondrial, 
respectivamente, y asumen que la liberación hacia ambos compartimentos es igualmente 
probable. 
 En la Tabla 27 se incluyen las reacciones químicas que conforman el modelo y las 
leyes cinéticas que gobiernan la velocidad de cada reacción. Los valores de las 
constantes cinéticas y de las constantes de equilibrio utilizadas se indican al pie de cada 









Tabla 27. Reacciones químicas, leyes de velocidad y parámetros del modelo secuencial 
Reacción Velocidad 
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Los valores de las constantes cinéticas y de equilibrio se tomaron de Markevich y Hoek, 2015 
 
 El modelo computacional, derivado de las 18 reacciones químicas y la ley de 
conservación de masas, consta de 25 ecuaciones diferenciales. 
 
 
2. Modelo ‘late’ 
 Yu y colaboradores (2008) mostraron que el movimiento del cabezal flexible de la 
proteína de Rieske conteniendo el cluster en estado reducido (ISPH), desde la posición b 
hacia la posición c1, sólo se produce luego de la transferencia del electrón desde el 
citocromo bL reducido al citocromo bH. Considerando esta observación, Markevich y Hoek 
(2015) plantearon un modelo cinético denominado late, conforme a la demora en la 
disociación del ISPH del sitio Qo. El modelo considera, además, que la UQ puede 
disociarse del sitio Qo antes que ocurra la transferencia del electrón entre los citocromos 
b (Dröse y Brandt, 2008). Este modelo se adaptó a las condiciones experimentales del 








 Al igual que en el modelo secuencial, el modelo late plantea la difusión del UQH2 y 
la UQ, entre los sitios Qo y Qi (reacciones 1 y 2, respectivamente). Asimismo, en el sitio 
Qo, se genera el complejo ternario bL-UQH2-ISPox (reacción 3), se transfiere el primer 
electrón al ISPox, con la liberación de un H
+ hacia el lado P (reacción 4), y el segundo 
electrón al citocromo bL; en este punto, la no disociación del ISPH genera el complejo 
bL
--UQ-ISPH (reacción 5). Este complejo puede evolucionar a través de dos vías. Por un 
lado, la UQ se disocia (reacción 6) y posteriormente se transfiere un electrón desde el 
citocromo bL reducido al citocromo bH oxidado, generándose el complejo bL-ISPH 
(reacción 7). La otra vía invierte el orden de los procesos: la transferencia de electrones 
entre los citocromos b (reacción 13) es previa a la disociación de la UQ (reacción 14). 
Finalmente, el complejo bL-ISPH se disocia (reacción 8), regenerando el citocromo bL 
oxidado y permitiendo la transferencia de un electrón desde el ISPH hacia el citocromo c1 
(reacción 9). Las reacciones siguientes por la cadena de alto potencial llevan a la 
UQH2 N UQH2 P
k1
UQ P UQ N
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interacción del citocromo c1 reducido con el citocromo c oxidado (reacción 10), la 
transferencia del electrón entre los citocromos c (reacción 11) y la disociación del 
complejo, obteniéndose citocromo c1 oxidado y citocromo c reducido (reacción 12). 
 En el sitio Qi, el bH reducido por la reacción 7 o la reacción 13 une la UQN (reacción 
15) y, al transferir el electrón y tomar un H+, se genera el complejo bH-UQH
● (reacción 
16). En dicho complejo, el citocromo bH es nuevamente reducido por el citocromo bL, el 
cual puede hallarse formando parte del complejo binario bL
--ISPH (reacción 17) o del 
complejo ternario bL
--UQ-ISPH (reacción 18); dichos complejos se forman durante la 
oxidación del segundo UQH2 en el sitio Qo. La transferencia del segundo electrón desde 
el bH reducido a la semiquinona, con la consiguiente captación de un segundo H
+, lleva a 
la formación del UQH2 (reacción 19), el cual se disocia del sitio Qi en la reacción 20. 
 La producción de O2
- en el sitio Qo tiene lugar a través de las reacciones 21 y 22. 
En las mismas, el O2 reacciona con el complejo bL-UQ
●--ISPH, liberándose O2
- hacia el 
espacio intermembranas (reacción 21) o hacia la matriz mitocondrial (reacción 22), 
asumiendo condiciones igualmente probables. 
 Las reacciones químicas que constituyen el modelo late, junto con las ecuaciones 
de velocidad de cada reacción y los valores de las constantes cinéticas y las constantes 
de equilibrio utilizadas (Markevich y Hoek, 2015), se informan en la Tabla 28. 
 
Tabla 28. Reacciones químicas, leyes de velocidad y parámetros del modelo late 
Reacción Velocidad 
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Los valores de las constantes cinéticas y de equilibrio se tomaron de Markevich y Hoek, 2015 
 
 El modelo computacional, derivado de las 22 reacciones químicas y la ley de 




3. Modelo ‘late’ en presencia de NO 
 A fin de simular la interacción del NO con el citocromo bH y en función de los 
resultados incluidos en este trabajo de Tesis, se modificó el modelo cinético late. Así, se 
bloqueó la transferencia de electrones entre los citocromos b, interrumpiéndose el ciclo 
Q. En consecuencia, se anulan las reacciones en el sitio Qi. El mecanismo propuesto 
para el funcionamiento del sitio Qo, en presencia de NO, se muestra a continuación: 






 El modelo propuesto para evaluar los efectos del NO sobre el complejo III 
considera las mismas reacciones 1 a 6 que el modelo late presentado anteriormente. En 
condiciones de acumulación de electrones en la cadena de bajo potencial, por ejemplo, 
en presencia de antimicina, se favorece el movimiento del ISPH desde la posición b hacia 
la posición c1 (reacción 7; Mulkidjanian, 2005). Por un lado, el citocromo bL reducido, 
imposibilitado de transferir el electrón al citocromo bH, interacciona con la UQ, cediendo 
el electrón a esta última en forma reversa (reacción 8; Dröse y Brandt, 2008; Guillaud et 
al., 2014). Por otro lado, el ISPH transfiere un electrón al citocromo c1 y éste al citocromo 
c (reacciones 9 a 12 en la cadena de alto potencial).  
 La UQ●- generada en forma reversa por la reacción 8 evoluciona a través de dos 
posibles caminos: (i) el cluster Fe-S oxidado por el citocromo c1 retorna a la posición b, 
aceptando el electrón de la UQ●- (reacción 13; Sarewicz et al., 2010) o (ii) la autoxidación, 
para generar O2
●- (Sarewicz et al., 2010; Guillaud et al., 2014). Se asume que el O2
●-
puede liberarse hacia el lado P (reacción 14) o hacia el lado N (reacción 15) con igual 
probabilidad. Otra fuente de O2
●- incluida en el modelo es la autoxidación de la UQ●- 
generada por el mecanismo semiforward, por la reacción 4. Las reacciones 16 y 17 
UQH2 N UQH2 P
k1
UQ P UQ N
k2





































































explican la formación de O2
●- hacia el lado P y el lado N, respectivamente. El complejo 
ternario bL-UQ-ISPH, producto de las mencionadas reacciones 16 y 17, se disocia en dos 
pasos consecutivos. En primera instancia, se disocia la UQ (reacción 18) para luego 
separarse el citocromo bL del ISPH (reacción 19). 
 En la Tabla 29 se informan las reacciones químicas, las ecuaciones de velocidad y 
los valores de las constantes cinéticas consideradas para el modelo late en presencia de 
NO.  
 
Tabla 29. Reacciones químicas, leyes de velocidad y parámetros del modelo late con NO 
Reacción Velocidad 
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Con excepción de k8 y Keq 8, tomadas de Guillaud et al., 2014, los valores de las constantes 
cinéticas y de equilibrio se tomaron de Markevich y Hoek, 2015 
 
 El modelo computacional, derivado de las 19 reacciones químicas y la ley de 






MODELO CINÉTICO DEL METABOLISMO INTRAMITOCONDRIAL DE ESPECIES 
REACTIVAS DEL OXÍGENO Y DEL NITRÓGENO  
 
Metabolismo del NO en la mitocondria 
 El metabolismo intramitocondrial del NO incluye su producción enzimática, a través 
de la reacción catalizada por la mtNOS, y su consumo por reacciones enzimáticas y no 
enzimáticas, tanto en la matriz como en la membrana interna, las cuales involucran la 
reducción o la oxidación del NO. 
 Con el objetivo de calcular las [NO]ss en la matriz mitocondrial, en los estados 
metabólicos 3 y 4, se utilizó un modelo cinético basado en el desarrollado por Antunes y 
colaboradores (2007), incorporándose los resultados experimentales inherentes a la 
interacción del NO con el complejo III obtenidos en el presente trabajo, en cuanto a la 
disminución de la actividad de succinato:citocromo c reductasa y la producción de O2
●- se 
refiere, así como también la producción endógena de NO por la mtNOS, de acuerdo a las 
velocidades publicadas por Boveris y colaboradores (2006).   
Las unidades utilizadas en el modelo para cantidad de moléculas, tiempo y 
volumen fueron mol, s y litro, respectivamente. Por lo tanto, las unidades de las 
constantes de velocidad se expresaron en M-(n-1)  s-1, siendo n el orden global de la 
reacción. En el modelo se plantean tres compartimentos: la matriz mitocondrial (mx), la 
membrana interna (mb) y el espacio intermembranas (ims), con volúmenes de 
8.33  10-7, 1.67  10-7 y 9.25  10-8 litros, respectivamente. Dichos volúmenes se 
asignaron considerando un volumen mitocondrial de 1 l  mg proteína-1 y una relación 
de volumen de matriz / volumen de membrana interna igual a 5 (Antunes et al., 2007).  
 Las reacciones contempladas incluyen: la producción de NO catalizada por la 
mtNOS (reacción 1), tanto en estado 3 como en estado 4; la partición del NO y del O2 
entre la matriz y la membrana interna (reacciones 2 y 3, respectivamente); la 
autoxidación del NO en la matriz (reacción 4) y en la membrana interna (reacción 5); la 
reacción del NO con el UQH2, en la membrana interna (reacción 6); la producción de O2
●- 
por el complejo III inhibido por NO (reacción 7) y por autoxidación de la semiquinona 
producida en la reacción 6 (reacción 8); la formación de ONOO-, a partir de NO y O2
●- 
(reacción 9); la formación de H2O2, por la dismutación del O2
●- catalizada por la Mn-SOD 
(reacción 10); el consumo de NO por el complejo IV, debido a la actividad de NO oxidasa 
(reacción 11); el consumo de O2 por el complejo IV y la actividad de succinato:citocromo 




respectivamente); y la oxidación del citocromo c2+ por el complejo IV (reacción 14). Las 
reacciones se esquematizan en la Figura 92.  
 
 
Figura 92. Esquema de las reacciones involucradas en el metabolismo intramitocondrial 
de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno. 
 
 En general, las reacciones se producen en un mismo compartimento, el cual se 
indica como subíndice de cada especie. Sin embargo, el modelo contempla algunos 
procesos entre dos compartimentos. Para estos últimos, la constante de velocidad se 
multiplicó por el volumen del compartimento donde ocurre la reacción, a fin de dar cuenta 
de la cantidad de moléculas transferidas entre los compartimentos (Alves et al., 2006).  
 Las velocidades de producción de O2
●- por el complejo III y de reducción de 
citocromo c por el complejo II-III, ambas modificadas por NO y expresadas en nmol  
min-1  mg proteína-1, se multiplicaron por un factor de corrección (Ms = 1.67  10-5), a fin 
de expresar los resultados en M  s-1. Este factor tiene en cuenta la consideración de 1 l 
 mg proteína-1 y la conversión de min a s. 
 Las concentraciones de UQH2(mb) (1.2  10
-2 M), de citocromo oxidasa (8.4  10-4 M) 
y de citocromo c total (2  10-4 M), se tomaron de Antunes y colaboradores (2007). La 
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30 M, de acuerdo a los valores reportados en condiciones fisiológicas (Giulivi et al., 
1999; Turrens, 2003).  
 En la Tabla 30 se detallan las reacciones que componen el modelo y se indican las 











Tabla 30. Reacciones químicas, leyes de velocidad y parámetros del modelo del metabolismo intramitocondrial de las especies reactivas del 
oxígeno y del nitrógeno 
Reacción Velocidad 
1       
Actividad de mtNOS 
estado 3: 0.44 10-6 M s-1 
estado 4: 2.72 10-6 M s-1 
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Actividad de succinato:citocromo c  reductasa 
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Las expresiones de las ecuaciones de velocidad y los valores de los parámetros cinéticos utilizados se tomaron de: i) Boveris et al., 2006; 
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Las mitocondrias son organelas encargadas de la síntesis de ATP y constituyen 
sitios activos en cuanto a la producción de especies reactivas del oxígeno y del 
nitrógeno. Dichas especies derivan del anión superóxido (O2
●-) y del óxido nítrico (NO).  
La hipótesis de trabajo sostiene que el NO es un modulador fisiológico de la 
función mitocondrial, ya que inhibe la actividad de citocromo oxidasa y la transferencia de 
electrones entre los citocromos b y c, regulando la eficiencia de la cadena respiratoria 
mitocondrial y la producción de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno. Se ha 
mostrado que el NO inhibe reversiblemente la actividad del complejo IV, en competencia 
con el O2 (Brown y Cooper, 1994; Cleeter et al., 1994; Schweizer y Richter, 1994; 
Antunes et al., 2004; 2007); sin embargo, sólo existe un trabajo original en la literatura 
acerca de la interacción del NO en el complejo III (Poderoso et al., 1996).  
Los objetivos de este trabajo incluyeron estudiar y caracterizar el efecto del NO en 
el área ubiquinona:citocromo b, haciendo hincapié en la inhibición de la transferencia de 
electrones, el estado de reducción de los componentes de la cadena respiratoria 
mitocondrial y la producción de O2
●- y de H2O2; e identificar el probable sitio de 
interacción del NO en el complejo III, postulando un mecanismo de regulación compatible 
con los resultados experimentales. 
 Para evaluar el efecto del NO sobre el complejo III mitocondrial, se utilizaron 
mitocondrias acopladas, membranas mitocondriales, partículas submitocondriales (SMP) 
de corazón y una fracción enriquecida en complejo III, obtenida a partir de mitocondrias 
de corazón bovino. Como fuentes de NO, se utilizaron S-nitrosoglutatión (GSNO), 
espermina-NONOato (SPER-NO) y solución de NO obtenida a partir del burbujeo de NO 
en agua; además, de la producción endógena de NO por la mtNOS. La [NO] en el medio 
de reacción, al utilizar GSNO y SPER-NO, se determinó electroquímica (electrodo 
ISO-NOP) y espectrofotométricamente (oxidación de HbO2).  
 Los resultados obtenidos al utilizar GSNO, SPER-NO, solución acuosa de NO o en 
condiciones de producción endógena de NO por la mtNOS, muestran que el NO, a 
concentraciones  1.25 M, inhibe la actividad de complejo II-III, debido al bloqueo de la 
transferencia de electrones en el complejo III. La acumulación de UQH2 y citocromos b 
en estado reducido está de acuerdo con la inhibición del complejo bc1, sin afectarse el 
aporte de electrones desde el complejo II por oxidación de succinato. La inhibición de la 
transferencia de electrones resultó insensible a la adición de HbO2 y a modificaciones en 




 El incremento en la [NO] produjo un aumento hiperbólico en las velocidades de 
producción de O2
●- y de H2O2 por las SMP; las velocidades máximas resultaron un 58% 
mayores a las registradas en ausencia de GSNO. Las velocidades de producción de O2
●- 
y H2O2 se correlacionaron linealmente, con una pendiente de 1.98, conforme a la 
estequiometría de la dismutación del O2
●-. El incremento en la producción de H2O2 se 
confirmó en mitocondrias acopladas expuestas a NO, aportado por GSNO, SPER-NO o 
solución de NO. Estos resultados se justificaron por el aumento en la [UQH]ss, detectada 
por EPR. La señal a g = 1.99, compatible con UQH, se incrementó tanto en presencia de 
NO (35%) como por adición de antimicina (42%). 
 El NO inhibió el consumo de O2 y produjo una disminución en el Δ de 
mitocondrias acopladas de corazón, resultados compatibles con la regulación conjunta 
del complejo IV y del complejo III. La reducción en el Δ (30%) permite inferir una 
menor capacidad de síntesis de ATP en presencia de NO. 
 La detección de un pico de absorbancia a 562 nm en la fracción enriquecida en 
complejo III expuesta a NO, permitió proponer al hemo b562 como el probable sitio de 
interacción NO-complejo bc1. Se construyó un modelo cinético donde el NO inhibe la 
transferencia de electrones en la cadena de bajo potencial, provocando la disrupción del 
ciclo Q y la acumulación del citocromo bL en estado reducido. El modelo consideró que la 
presencia de NO no modifica la transferencia de electrones por la cadena de alto 
potencial y que el citocromo bL en estado reducido puede asociarse nuevamente con la 
UQ y transferir un electrón en forma reversa, generándose UQ●-. Los resultados de las 
simulaciones indicaron que en presencia NO, la velocidad de reducción de citocromo c 
se redujo 53%, incrementándose la producción de O2
●-, respecto al modelo en ausencia 
de NO. Estos resultados concuerdan con las observaciones experimentales. El modelo 
mostró que el mecanismo semireverse domina la generación de UQ●- en el sitio Qo y, por 
consiguiente, la producción de O2
●-. 
 La estimación de las [NO]ss intramitocondriales en estado 3 (65 nM) y en estado 4 
(370 nM) permite concluir que el NO cumple los requerimientos para modular, 
fisiológicamente, no sólo al complejo IV, cuyos efectos se evidencian principalmente 
sobre el consumo de O2, sino también al complejo III. En este último caso, la inhibición 
de la transferencia de electrones se vincula a la generación de O2
●- y, en consecuencia, 
de H2O2. Los resultados de este trabajo de Tesis sugieren que los efectos del NO sobre 
el complejo III, en cuanto al estado de reducción de los citocromos b, la [UQH●]ss y la 
producción de O2
●- y de H2O2 se refiere, se asemejan a los producidos por el inhibidor 
exógeno, no fisiológico, antimicina. 
